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“...es ampliamente reconocido que el tratamiento mas humano
posible de los animales, lejos de ser un obstaculo, es actualmente
un prerrequisito para un experimento exitoso con el uso de

animales”. M.S. Russell y R.L. Burch
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Glosario

e Animal de laboratorio.- Es todo aquel ser vivo no humano,
vertebrado o invertebrado con caracteristicas especificas
propias de su especie, cepa o estirpe que se puede utilizar
para la experimentacion u otros fines cientificos debido a su
analogia fisiol6gica con la especie humana. (Romero, et al.
2016).

e Experimento.- En el ambito cientifico, un experimento es el
estudio en el que se manipulan intencionalmente una o mas
variables independientes o supuestas causas antecedentes
para poder analizar las consecuencias que tiene su
manipulacion sobre una o mas variables dependientes o

supuestos efectos-consecuentes (Hernandez, et al. 2014).

e Bienestar animal.- Es el término que designa el estado fisico
y mental de un animal relacionado con las condiciones en las

que vive y muere (OIE, 2021).

e OIE.- Organizacion Mundial de Sanidad Animal

e Medicina traslacional.- Es la rama biomédica compuesta por
varias disciplinas y constituida por: el trabajo de laboratorio,
el trabajo clinico y la comunidad con el objetivo de combinar
recursos, conocimientos y técnicas para promover mejoras en

la prevencidn, diagndstico y tratamiento de las enfermedades



(Oyarzun, 2017).Reproducibilidad.- Es el efecto fisico o
resultado estadisticamente significativo de un experimento
gue se puede repetir de manera regular sin mas que llevando
a cabo el experimento de manera apropiada al modo prescrito
en su protocolo (Velasco, 2020).

Trazabilidad.- Es la capacidad de poder reunir, utilizar y
localizar un articulo o una actividad por medio de su

identificacion que sirve de registro (FAO, 2016).

Homocigosis.- Es el término que se refiere a cuando dos
genes que codifican para la expresidn un caracter, son
idénticos u homologos. Un individuo puede ser al mismo
tiempo homocigotico para un caracter y heterocigético para
otro (Freeman, 2000).

Estrés.- De acuerdo con el fisilogo austrohlingaro Hans
Selye; “es la repuesta no especifica del cuerpo a cualquier
demanda que sobre él se ejerce”. Esta respuesta se
caracteriza por ser un esfuerzo adaptativo mediado por una

reaccion inespecifica. (Barrio, et al. 2006).

Distrés.- También denominado distress, es la “transicién” del
estrés que se presenta de manera cronica y en aumento de
intensidad hacia un estado aversivo y negativo con el que los
procesos de homeostasis fallan al intentar adaptarse al medio
estresor afectando al bienestar del animal (Gongora, 2010).



Comunicacion conespecifica.- Dos organismos son
conespecificos cuando pertenecen a la misma especie y a la
forma particular de cada especie de transmitir informacion por
medio de vocalizaciones y gestos se le llama comunicacion

conespecifica (Torretti, 2010).

Cepa.- Una cepa o “linea”, puede definirse como la linea
consanguinea de un animal obtenido por cruzamiento entre
parientes también conocido como endogamia; con un nivel de
consanguinidad del 98.7% en un plazo de 20 generaciones
(Padmanabhan, 2014).

Estirpe.- De acuerdo con el proveedor de roedores de

laboratorio “The Jackson’s laboratory”™. Una estirpe, es

aquella poblacion de animales genéticamente “indefinidos”
con un alto porcentaje de heterocigosis obtenido por
cruzamientos aleatorios no emparentados conocidos como
cruzamientos exogamicos, por lo tanto, ningun individuo sera

genéticamente igual a otro en dicha poblacién.




Polimorfismo.- Puede definirse como una poblacion de genes
con distintos alelos para un locus determinado en distintos
organismos. Siendo que los alelos son variaciones de la
secuencia del ADN presentes en una posicion definida (locus)

en un cromosoma de una célula diploide (Torrades, 2002).



Introduccion

Experimentacion de calidad

El presente trabajo es una revision bibliografica que trata no sélo
sobre el bienestar animal, sino ademas, de los aspectos que
debemos procurar para aumentar la calidad en la investigacion
gue puede determinar su reproducibilidad, trazabilidad vy
precision. Intenta ayudar al investigador a encontrar en un sélo
manual, aspectos criticos de la calidad en el insumo biol6gico mas
importante de la experimentacion preclinica, el animal de
laboratorio, observando en todo momento el cumplimiento del
principio de las 3 R’s de Rusell y Burch introducido desde 1959

(reemplazar, reducir y refinar).

La investigacion biomédica béasica y medicina traslacional
(también llamada investigacion traslacional) de calidad requiere
la idoneidad del modelo experimental y que, durante el proceso
experimental, se conserve el bienestar del modelo biolégico que
se utiliza. El bienestar animal describe un estado de alta calidad
de vida basada en la consideracion y promocion de aspectos que
promuevan un estado fisioldgico y conductual digno hacia los
animales. Por ello, el investigador esta obligado a garantizar la
mejor condicion posible de los animales utilizados en sus
experimentos guiado por el incentivo creciente de una

investigacion de calidad.



El proceso experimental

El término de “proceso experimental” se refiere a cualquier acto

gue pueda ocasionar en un animal un nivel de dolor, angustia o
sufrimiento equivalente o mayor que la introduccion de una aguja
hipodérmica (ASPA, 2010). Es asi como todos los experimentos
llevan a cabo estos procesos, no asi que todos los procesos sean
experimentos. Entonces, para comprender que el proceso
experimental es concomitante a la calidad del bienestar animal,
debemos tener en cuenta a todos aquellos elementos con el
potencial suficiente para alterarlo. Existen modelos como el de
“Los 5 dominios de bienestar animal” propuesto por Mellor y Reid
en 1994, que describe la evaluacion del bienestar animal
mediante el monitoreo de su estado fisico y mental con base en
los siguientes indicadores también conocidos como “dominios”

para su evaluacion integral: nutricién, salud, ambiente vy

comportamiento que conforman el estado fisico, asi como los

sentimientos y las emociones para la evaluacion del estado
mental (Maschi, et al. 2019). Por ejemplo, la privacion
prolongada del dominio de nutricion por medio de la restriccion de
alimentos puede perjudicar el bienestar animal de forma directa
por la sensacion de hambre cronica e intensa en el animal
generando un estado sostenido de estrés y también puede afectar
de forma indirecta debido a que aumenta la vulnerabilidad del
individuo ante enfermedades metabdlicas y carenciales
relacionadas con el dominio de la salud (Mellor, et al. 2015),

todas las formas de afeccion deben ser consideradas para la



evaluacion integral del bienestar animal aplicable en todo proceso

experimental para generar resultados de calidad.

Una vez introducido el concepto del proceso experimental y el
sufrimiento animal que conlleva, es imperativo concientizar sobre
la importancia de realizar un experimento con base en el principio

de las tres erres acuflados por Willian Russell y Rex Burch:

“‘Reducir, Reemplazar y Refinar”; aunque el tercer término de este

principio en ocasiones puede ser complejo de evaluar, debe
considerarse crucial. El objetivo principal del Refinamiento es
minimizar la severidad del dolor y el sufrimiento que se causa al
animal a través de los procedimientos? empleados durante el
proceso® de experimentacion, por ejemplo: la estandarizacion

genética y control microbiolégico de los animales utilizados.

La severidad de un proceso puede determinarse por la intensidad
y duracién del dolor al que se expone el animal de manera
individual durante el transcurso de un procedimiento y puede

clasificarse de la siguiente manera (Smith, et al. 2018):

a) Leve: A todo procedimiento en animales que ocasione un
dolor de intensidad minima por un corto periodo de tiempo, asi
como los procedimientos que no ocasionen un deterioro

significativo de su estado basal fisiologico.

2 procedimiento: De acuerdo con la RAE, Método de ejecutar algunas cosas. Por lo
tanto, va dirigido hacia tareas con objetivos especificos pudiendo ubicarse dentro de
un proceso.

3 Proceso: De acuerdo con la RAE, es el conjunto de las fases sucesivas de un
fendmeno natural o de una operacidn artificial. Por lo tanto, cumple con un objetivo
generalizado.



b) Moderado: Los procedimientos en animales que provoquen
dolor, angustia o sufrimiento de corta duracién o leves pero
duraderos que generen un deterioro mayor y por tiempo mas
prolongado comparado con los procesos de severidad leve.

c) Grave: A los procedimientos que generen un dolor intenso por
periodo corto de tiempo o dolor moderado por un periodo
prolongado causando una alteracion grave del estado general
de los animales.

d) No recuperacion: Todo procedimiento que se realiza bajo
anestesia general a partir del cual el animal no debe de volver

en si recuperando la conciencia.

Con el aporte de los aspectos criticos en este documento, para
eleccién del modelo biolégico correcto con base en su calidad
genética y microbioldgica, se busca que el proceso experimental
se dirija hacia una investigacién mas refinada y ética ya que es
imprescindible para la obtencién de resultados reproducibles,
confiables y trazables sin perder de vista los aspectos

relacionados con el bienestar animal en todo momento.



Antecedentes

De acuerdo con la FDA, existe un sesgo en la investigacion con
el uso de modelos bioldgicos que afecta al 92% de estudios en
farmacos, de tal forma que, muchos de estos no llegan al mercado
debido al sesgo en los procesos experimentales llevados a cabo
incluyendo estudios pivotales, obteniendo resultados sin validez,
reproducibilidad y trazabilidad en los experimentos (Akhtar,
2015). Esto se debe a la falta de comprensién sobre los modelos
bioldgicos que se utilizan en dichos experimentos, siendo que los
ratones y ratas de laboratorio siempre han constituido un gran
porcentaje del numero total de los animales utilizados en
experimentacion, representando al 95% del numero total de
animales utilizados de acuerdo con la fundacion de investigacion

biomédica o FBR* por sus siglas en inglés.

El modelo animal debe considerar el estudio de los fenomenos
biolégicos y etoldgicos para investigar un proceso patoldgico
inducido o espontaneo que reproduzca el proceso fisiopatoldgico
humano (Monteiro, 2014). El ratén de laboratorio proporciona
resultados analogos y comparables a lo que sucederia con un
humano durante un proceso experimental, debido a que los

humanos y los ratones presentan patrones similares en los

4 Puede consultar la fuente directamente escaneando el siguiente cédigo QR:
- ('3




cuadros patoldgicos debido a que su fisiologia celular y
estructuras moleculares son similares (Dutta, 2016), por lo que
casi el 59% de la experimentacion basadas el uso de animales

recurre al modelo murino (Mus musculus). La rata de laboratorio

(Rattus norvergicus) es un modelo biolégico imprescindible en la

investigacion biomédica debido a su similitud con la fisiopatologia
humana. Es el modelo biolégico de elecciébn en campos como la
toxicologia, teratologia, oncologia, gerontologia y neurociencias.
Una estimacién del uso de roedores de laboratorio en procesos
experimentales sugiere que aproximadamente el 20% del total de
animales utilizados en experimentacién, incluidos los estudios
etoldgicos debido a su docilidad y manejo, son ratas (Sengupta,
2012). Los roedores de laboratorio considerados animales de talla
pequefia, tienen ventajas econdmicas sobre especies de mayor
tamafio debido a su menor costo de produccién, alimentacion,
instalaciones para su albergue, entre otros aspectos que
disminuyen el costo de una investigacion. Ademas, se han
logrado desarrollar técnicas in vitro que permiten la utilizacion de
menor cantidad de animales (Refinamiento, Reduccion vy
Reemplazo), por ejemplo: en estudios de toxicologia en los que
se requiere de dos especies de animales, son ampliamente
utilizados. Asi pues, si consideramos a ratas y ratones,
representan al 79% de la experimentacién animal con el uso del

modelo in vivo.

La eleccidon correcta del roedor de laboratorio como modelo
biologico con base en su calidad genética y microbiolégica para

los experimentos es imprescindible debido a que, si no se elige

10



de manera correcta, entonces no podremos saber con precision
las respuestas de estos animales ante la administracion de un
farmaco, estimulo o inoculacion de algun agente especifico y no
sera reproducible ni confiable generando un sesgo en los
resultados®. De esta forma no podremos cumplir el principio de
las tres R’s: “Reducir, Refinar y Reemplazar”, mismo que se
describe en el apartado especifico de este documento® que debe
de regir todo experimento con el uso de los animales. Por
ejemplo, el uso de la cepa de ratones C57BI/6 (Tator,2012)
comprados a diferentes proveedores, puede presentar
respuestas diferentes a un mismo tratamiento. Zhang en 2014,
sefiala en su estudio donde se revisaron las respuestas de
ratones antes estimulos nociceptivos para obtener medidas de
sensibilidad al dolor y usarlas como marcadores de lesion en la
médula espinal (Figura 1). Las respuestas variaron entre las
cepas de ratones de diferentes proveedores, sin patrones claros
qgue permitieran predecir como responderia la cepa. Estas
diferencias entre las cepas influyen sobre la forma en que los
animales respondieron a la lesion y a las terapias experimentales
debido a que un farmaco ayuda a una cepa de ratones a
recuperarse de la lesién en la médula, pero a otra de diferente

proveedor, no.

> Sesgo: Es la diferencia en la distribucién de los datos obtenidos de un proceso que
va de la mano con su simetria pudiendo ser representado con una campana de
Gauss.

® Encontraras el apartado en la pagina 58 de este escrito.
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llustracién 1.- Procedimiento de lesion en la médula de un ratén C57BL/67

La letra A, los sujetadores vertebrales y con la letra B, el bisturi
laser.

El objetivo principal de este escrito esta sustentado en la
obligatoriedad sobre la comprensién y eleccién correcta del
modelo biolégico para la investigacion con base en su calidad
genética y microbiolégica, especificamente en las ratas y ratones
de laboratorio mediante la compilacién de sus caracteristicas,
cuidados vy fines especificos de las diferentes estirpes y cepas
existentes, debido a que en México no existe un documento con

la puntualidad de las directrices que este trabajo dedica a la

7 Imagen obtenida de https://bio-protocol.org/e886?action=Questions
Puede consultar la fuente directamente escaneando el siguiente cddigo QR:
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comprensién del modelo biolégico en la experimentacion y su

impacto en la investigacion con el uso de roedores de laboratorio.
Se observan los siguientes objetivos particulares:

e Sefalar la relevancia del uso y eleccidon correcta del
modelo biolégico especifico para la investigacion.

e Describir las diferencias entre estirpes y cepas de los
roedores de laboratorio y la importancia del control
genético.

e Reconocer la importancia en la certificacion de calidad
microbiologica de un roedor de laboratorio para una
investigacion.

e Relacionar la correcta eleccién del modelo biol6gico con
los principios de las 3R’s y el bienestar animal.

La demanda de modelos animales de alta calidad genética, junto
con la critica frente al uso de modelos animales, ha llevado a la
creacion de una rama de la ciencia denominada como “Ciencia
de los animales de laboratorio” (Baumans, 2005) regida por el
Principio de las Tres Erres de Russell y Burch, quienes sefialaron
la importancia de reemplazar, reducir y refinar los experimentos

con el uso de animales de laboratorio.

El control genético de los modelos biolégicos de roedores
utilizados en la experimentacion tiene su origen con la creacion
de la primera cepa por el investigador Clarence C. Little, en 1909
con la linea DBA que actualmente se emplea en areas de

investigacion como biologia cardiovascular, neurobiologia e

13



investigacion sensorioneural. En ese mismo afo, la investigadora
Helen D. King dio origen a las primeras lineas consanguineas de

rata, como son las cepas albinas WKA y PA.

llustracién 2.- Clarence Cook Little con su cepa de ratén DBA8

Posteriormente, para el afio de 1918, Little se mudo al Laboratorio
Cold Spring Harbor de Nueva York, en donde comenz6 con el
cruzamiento endogamico de ratones dando origen a las cepas
mas conocidas incluyendo la C57BL/6, C57BL/10, C3H, CBA vy

BALB/c a partir de las cuales, de acuerdo con la Sociedad

8 Imagen obtenida de: https://www.nature.com/articles/431022a
Puede consultar la fuente directamente escaneando el siguiente cédigo QR:

Cinie
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Espafiola para las Ciencias del Animal de Laboratorio (SECAL),
se han obtenido mas de 150 generaciones de endocria hasta la
fecha. Uno de los principales proveedores de cepas de ratones
en el mundo es The Jackson’s Laboratory que fue fundada por
Clarence C. Little en 1929 donde actualmente cuentan con 12,000
cepas de ratones utilizados como modelos en diferentes estudios
en todo el mundo. La relevancia en la variedad de las distintas
cepas que el investigador tiene a disposicion radica en la
comprensién del modelo biolégico que utilizara en un proyecto de
experimentacion. El surgimiento de animales endogamicos con
un control genético y microbiolégico especifico ha conducido a la
investigacion hacia nuevas metodologias y modificaciones de sus
predecesoras, que atestiguan un cambio innegable de la
comunidad cientifica en el uso de animales para la
experimentacion que se dirige hacia técnicas mas eficientes y
éticas (Farnaud, 2009) procurando en cada experimento el
bienestar de los animales, es por esto que la seleccién del modelo
animal apropiado es un primer paso crucial en un programa de
investigacion. Por ejemplo, el ratdbn C57BL/6 (B6) es la cepa de
ratbn mas utilizada en la investigacion biomédica, también se
utilizan en estudios de comportamiento. Sin embargo, existen
varias subcepas de los C57BL, todas derivadas de ancestros
comunes. Los ratones C57BL/10 (B10), que son fenotipicamente
idénticos a los ratones C57BL/6 y se utilizan ampliamente en la
investigacion de los procesos inflamatorios y de inmunologia,
aunque rara vez en estudios de comportamiento debido a que los

ratones B10 difieren ampliamente en las pruebas de cognicion,

15



comportamientos tipicos de las especies y coordinacion motora,
la cepa B6 tiene un mejor desempefio en estas areas (Deacon,
2007).

Con base en lo anterior, cuando el investigador, docente o alumno
gue desee realizar un estudio de comportamiento entonces podra
hacer uso de esta herramienta para la elecciéon correcta de su
modelo poder obtener resultados validos y reproducibles

cumpliendo con el principio de las 3 R’s satisfactoriamente.

llustracidn 3.-Ratdn C57BL/6°

%Imagen obtenida de www.jax.org/strain/003548
Puede consultar la fuente directamente escaneando el siguiente cédigo QR:

(=] 4:1=]
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Control genético de los roedores de laboratorio

La garantia de la calidad de los roedores de laboratorio
genéticamente definidos debe de ser un componente esencial
para cualquier programa de investigacién con modelos biolégicos.
El control de la calidad genética es tan importante para asegurar
la validez del modelo animal, como lo es el control de calidad
microbiolédgica, de tal manera que, deberia de exigirse que los
estudios experimentales en los que se requiera utilizar de manera
puntual a roedores de laboratorio, principalmente ratones y ratas,
se utilicen exclusivamente animales genéticamente definidos
(Benavides, 2019).

La diferenciacion entre cepas de animales endogamicos y
estirpes de animales exogamicos debe ser comprendida
mediante dos primeros conceptos; a) La consanguinidad y b) La

variabilidad genética, para poder definir correctamente la finalidad

de un modelo bioldgico y su calidad genética. La consanguinidad
refiere al grado de parentesco entre los individuos de una cepa o
estirpe; hay cepas debido a su alta consanguinidad que alcanza
hasta un 98.7%. La variabilidad genética corresponde a la
diferencia en la frecuencia de genes entre individuos y se
relaciona a términos como el vigor hibrido, que se explicara mas

adelante en el apartado de animales exogamicos y estirpes.

Durante la generacion de una linea consanguinea puede ocurrir

un fenémeno Illamado depresidon endogémica ocasionada

completamente al azar por el arreglo de alelos no deseados que

17



expresa caracteristicas no deseadas, este fendmeno manifiesta

con una baja en la fertilidad y una menor adaptacion al medio,
que, aunque no es tan severa como en otras especies de
mamiferos, puede ocurrir en las primeras generaciones de
endocria, desapareciendo completamente una vez que una cepa
se establece mediante la fijacion de alelos al azar (Benavides,
2014). Es imprescindible la correcta eleccion y diferenciacion
entre cepas y estirpes dadas sus caracteristicas para un

experimento; por ejemplo, utilizar roedores exogamicos de

manera indiscriminada en experimentos, sin conocer su valor
genético, afectarA de manera negativa la calidad de los
resultados, incluidos los estudios de eficacia farmacolégica, que
son la base para determinar la susceptibilidad y la resistencia
farmacoldgica. La homogeneidad de las respuestas del modelo
bioldgico sera pobre y esto estadisticamente hablando, ocasiona
un sesgo que a su vez disminuye el nivel de confianza en los
resultados. Aunado a este supuesto en que un experimento sin
validez es aquel que no observa el bienestar de los animales ni
se rige por el principio de las 3R’s, la falta de comprensién del
modelo biolégico utilizado afectara de forma negativa al coste
efectivo en el largo plazo provocando pérdidas monetarias.

Es fundamental hablar sobre los modelos exogamicos, ya que un

aproximadamente del 75% de las ratas y ratones utilizados en la
investigacion, al menos en Estados Unidos, pertenecen a
animales exogamicos o estirpes, conocidos en inglés con el

término de “outbred o random bred stocks” y también

denominados animales exocriados. Su uso en la investigacion es

18



de gran relevancia debido a su vigor hibrido (Tortajada, 2015)
gue puede definirse por la expresion de algunas caracteristicas
como la alta prolificidad, buena conducta materna, temperamento
docil para su manejo en laboratorio y su precio es mas accesible
comparado con el de una cepa. Siempre debe de tenerse en
cuenta que una estirpe no es una linea de animales
genéticamente definidos, debido a su alta variabilidad genética,
gue de ahi desprende su relevancia en la experimentacién. En el
apartado de animales exogamicos se describe el papel de las
estirpes de roedores de laboratorio a detalle y su importancia para
la investigacion, asi como del correcto manejo para obtener

resultados confiables y reproducibles con el uso de estirpes.

El control genético es un conjunto de técnicas que permite

comprobar que los animales que estamos utilizando en un
experimento, conservan las caracteristicas genéticas originales
de su linea. Los principales objetivos de un programa de calidad
genética son: Comprobar la autenticidad y uniformidad de las
cepas y estirpes, detectar una posible contaminacion genética y
describir con precisién la composicién genética de las cepas de
ratones y ratas genéticamente definidas. El estandar de oro para
el control genético de la calidad de los roedores de laboratorio
depende de los marcadores genéticos lo suficientemente
polimérficos como para poder distinguir el origen genético entre
cepas; dichos marcadores son secuencias de ADN especificas de

un locus. Las diferentes técnicas de control genético utilizadas en

los animales de laboratorio, aplicadas a las ratas y ratones de
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laboratorio que son el tépico principal de este escrito, y son las

siguientes:

1.

o 0k wN

Isoinjerto

Identificacion de genes de pigmentacion
Analisis de polimorfismo quimico
Morfologia esquelética

Analisis de histocompatibilidad

Analisis de DNA gendmico

llustracidn 4.- Control genético por morfologia esquelética®®

% Imagen obtenida de:
https://journals.plos.org/plosone/article/figure?id=10.1371/journal.pone.0037721.g001
Puede consultar la fuente directamente escaneando el siguiente cédigo QR:
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Para el marcador de control genético de morfologia esquelética

ejemplificada con la imagen previa, muestra una radiografia del
hueso nasal en ratones congénicos'! IRCS/66H (C) obtenidos de
la cruza de C57BI/6 (A) x SEG (B), en donde las flechas sefialan
el segmento de la depresion rostral del hueso nasal de los ratones
C57BI/6; caracteristica que se busca heredar en la descendencia

endogamica de estos ratones (Burgio, 2012)

Para el andlisis de ADN gendmico, podemos dividir este ultimo

control en tres categorias:

1. Caracterizacion.- Se refiere a poder describir el genotipo
de una cepa nueva, analizando el mayor nimero de loci
posible.

2. Control tipo I: se emplea so6lo para confirmar el perfil
genético de una cepa.

3. Control tipo Il: se analiza un grupo minimo de loci
seleccionados especialmente se utiliza para discriminar
entre varias cepas. Este control deberia de aplicarse de
manera periodica en los bioterios que manejen sistema de

endocria.
Una colonia debe ser controlada genéticamente en dos casos:

1. Al establecer una colonia nueva

11 Un animal congénico es tipicamente generada por retrocruza para la fijacién de un
cardcter especifico que pasa de la cepa “donadora” a una cepa “recipiente” (Olson,
et al. 2014).
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2. Cuando se sospecha de contaminacién genética.
Asimismo, un control de rutina debe de estar presente en
aquellas colonias con alto riesgo de contaminacion; por
ejemplo: aquellas que mantienen mas de una cepa
simultaneamente como BALB/c y B6 en la misma

habitacion.

Una forma de ver si nuestros animales han sufrido contaminacion
genética es mediante observaciones como baja en la prolificidad,
agresividad, particularidades fisiolégicas y heterogeneidad de
respuesta a medicamentos en un experimento (Benavides,
2014).

Animales exogdmicos

Como ya se ha mencionado, alrededor del 75% de los animales
utilizados en experimentacién son ratas y ratones, por lo menos
en los Estados Unidos, y son provenientes de colonias no

consanguineas obtenidas por sistemas de exocria. La gran

popularidad para su uso en experimentos se debe especialmente
a que su precio es mas accesible comparado con el de un animal
genéticamente estandarizado o consanguineo. Para mantener la
variabilidad genética y el vigor hibrido presente en una colonia

exogamica, no debe sobrepasarse el 1% de coeficiente de

endogamia por generacion mediante la cruza de animales no
emparentados. Es importante conocer, dado el hecho que una

estirpe se conforma de animales genéticamente no
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estandarizados, que su crianza no sera menos laboriosa que la
de un animal endogamico; por el contrario, en una colonia cerrada
sera mas dificil llevar a cabo la exocria y dependera del tamafio
inicial de la colonia, por lo que se debe de contar por lo menos
con 80 parejas fundadoras para que el coeficiente de endogamia
no supere el 10% dentro de las 20 generaciones que conformen
a nuestra estirpe. Existen varios sistemas de exocria para
mantener la heterocigosis de una estirpe dependiendo del
namero de animales en la colonia; por ejemplo, el sistema de

exocria Poiley es de tipo rotativo y se ajusta bien a colonias

grandes o el sistema Han, que intercala una o dos veces las
generaciones de apareamiento y que es mas adecuado para

colonias pequefias.

Las poblaciones exogamicas o0 estirpes difieren de las
poblaciones endogamicas o cepas debido a su heterocigosis.
Comparados con las cepas o hibridos F1, la constitucion genética
de un animal tomado al azar de una poblacién exogamica no se
conoce a priori. Sin embargo, comparten ciertas caracteristicas
fenotipicas y de comportamiento entre las que destacan el color
albino en la mayoria de las estirpes, buena capacidad materna y
mayor facilidad de manejo comparado con otras cepas Estas
caracteristicas, convierten a algunas estirpes en animales
utilizados como nodrizas 0 madres adoptivas para técnicas de
reproduccion asistida. Por ejemplo, ratones como el ICR (CD-1)
gue se deriva del ratdn original Suizo importado a Estados Unidos
por Clara J. Lynch en 1926 y el raton CF-1 obtenido de Carworth
en Missouri, actualmente distribuido por Charles River. Algunas
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estirpes de ratas utilizadas en experimentacion son Sprague

Dawley, Wistar y Long-Evans. Estas estirpes de roedores de

laboratorio no estan genéticamente estandarizadas, el control de
calidad de estos animales se basa principalmente en la
evaluacién del fenotipo como el color del pelaje, tamafio y
caracteristicas reproductivas. Debido a esta heterocigosis en las
estirpes, son similares a las poblaciones humanas y por ello su
principal uso dentro de la experimentacion, es el de estudios
toxicologicos y de seguridad farmacolégica (Chia, 2005).

llustracién 5.- Ratén ICRY

12 |magen obtenida de: https://www.envigo.com/model/hsd-icr-cd-1
Puede consultar la fuente directamente escaneando el siguiente cédigo QR:

E'."
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El ratén ICR, es utilizado ampliamente para investigacién en
estudios de toxicologia, oncologia, teratologia, inmunologia, entre

otros.

Las estirpes antes mencionadas son las que mejor representan la
variabilidad genética o heterocigosis dentro de una poblacion
humana. Esta caracteristica las vuelve imprescindibles para los
estudios de toxicologia y farmacologia, sin embargo, se ha
comprobado que también se puede obtener mayor variabilidad
utilizando un conjunto de lineas consanguineas. De tal forma que,
se puede generar variabilidad produciendo animales hibridos F1
entre cepas; por ejemplo, la cruza hibrida entre ratones AKR X

BALB/c y C3H x DBA, posteriormente se realiza una cruza entre

la progenie hibrida de estas cepas para poder producir un tipo de

roedor llamado hibrido multicruza conocido también como “multi-

cross _hybrid” obtenido por un cruce de cuatro vias o “four way
cross” que genera un alto polimorfismo que asemeja mas al de
una poblacion humana. Existen algunos estudios en donde el uso
de estirpes es mas representativo que el de una cepa; por
ejemplo, el uso de la cepa de ratas Zucker y la estirpe de ratas

BB (Biobreeding Diabetes-Prone) como modelos para estudios de

diabetes poblacional se debe a la semejanza en el tipo de
respuesta que obtendremos del estudio con una poblacion

humana que es regida por la heterocigosis (Benavides, 2014).
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Animales endogamicos

El Comité Internacional de Nomenclatura Genética Estandarizada
para Ratones y el Comité de Nomenclatura del Genoma de la
Rata define que una cepa es aquella colonia que se ha generado
a partir del apareamiento sistematico consanguineo entre
hermanos con hermanas o de padres mas jovenes con
descendencia, durante 20 o0 mas generaciones, por lo que los
individuos de la cepa tienen trazabilidad de al menos 20
generaciones provenientes de una pareja en comun. De esta
manera, los animales resultantes se consideran isogénicos; los
animales isogénicos se pueden considerar genéticamente
idénticos con el 98.7% de homocigosis. Hay estudios que estiman
gue para alcanzar una homocigosis del 99% se necesitan al
menos 24 generaciones y 36 generaciones para alcanzar una
isogenicidad casi perfecta. (Simecek, 2017). Un animal Isogénico

es histocompatible, esto es, que acepta de manera permanente

trasplantes de tejido de cualquier individuo de la misma cepa
debido a que ademas de ser consanguineos, son homocigoéticos
en casi todos los loci genémicos de tal forma que cada cepa
presenta una variedad de alelos Unica generada de manera
aleatoria que varia entre cepas. (Guenet, 2015). La
histocompatibilidad de los mamiferos es mediada por el Complejo
mayor de histocompatibilidad o “MHC”, por ejemplo: El complejo
de antigeno leucocitario humano o “HLA” ubicado en el brazo

corto del cromosoma 6, en el raton se llama Complejo H2 y se
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encuentra ubicado en el cromosoma 17 (Trujillo, et al. 2017),
este complejo contiene genes polimoérficos®® fundamentales para
la activacion de la respuesta inmunologica en el organismo
gracias a la produccion de proteinas especificas. La principal
caracteristica de las moléculas del H2 es su capacidad de unirse
a péptidos para formar las estructuras que interacttan con el
Receptor de linfocitos T 0 “TCR” y asi activar la respuesta inmune,
siendo que el H2 tipo 1 montar& respuesta inmune mediada por
linfocitos CD8 y el H2 tipo 2 presentard moléculas para poder

montar una respuesta mediada por linfocitos CD4 (Stuart, 2015)

El porcentaje de consanguinidad puede medirse mediante el uso

del coeficiente de consanguinidad expresado con la letra F;

siendo la probabilidad de que dos alelos en un locus sean
idénticos a la generacion anterior, es decir que sean una réplica
exacta de un mismo alelo ancestral en comun. Entonces, la
consanguinidad de una cepa es de F=98.7% que se alcanza en
la veinteava generacién de endocria y se ha calculado que, a
partir de la cuarta generacion, el 19% de locus heterocigotos se
vuelven homocigos para uno de los alelos entre generaciones. De
esta manera, después de 20 generaciones, la cantidad de locus
gue aun no se han vuelto homocigos es menor al 1.3% conocido

como heterocigosis residual (Mai, 2012). Esta practica para

generar animales genéticamente estandarizados o definidos
conduce a la disminuciéon altamente deseable en la variabilidad

de las respuestas ante estimulos controlados en un experimento

13 Se dice que un gen es polimérfico cuando mas de un alelo ocupa un locus.
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pero con el riesgo de poder generar mutaciones espontaneas;
una mutacién espontdnea es aquella que ocurre de manera
“natural” por la fijacién de alelos nuevos y que se da mayormente
entre cruzamientos consanguineos o endocria, dos de las
principales causas son la desaminacion de la citosina al uracilo y
errores de copia durante la replicacion del ADN (Lodish, et al.
2000). Luego de varias generaciones de endocria, existe un 25%
de probabilidad de que sea fijada al reemplazar el alelo original, y
un 75% de que sea eliminada de la colonia, es por ello que es
indispensable continuar endocria en forma constante aun
después de la veinteava generacion para poder eliminar
mutaciones no deseadas y disminuir la heterocigosis residual en

nuestra cepa. Un ejemplo de mutacion espontanea deseada en

un modelo animal es la alopecia de los ratones nu/nu dada por un

alelo homocigo recesivo en el cromosoma 11y que fue observada

por primera vez en 1966 en Glasgow, Escocia (Carbone, 2006).
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llustracion 6.- Técnica de Isoinjerto**

En la ilustracion 6, se muestra la técnica de isoinjerto de la
glandula pituitaria en la capsula de Glisson de un ratén Balb/C

Existe una base de datos del fenotipo de las cepas mas comunes
en el mundo disponible y elaborado por The Jackson Laboratory

a través de “The Mouse Phenome Database”!®. También existe

una lista compilada por el Dr. Festing a través de “Mouse Genome

Informatics™® que integra un total de 420 cepas de ratones y 230

4 Imagen obtenida de: https://bio-protocol.org/e2317
Puede consultar la fuente directamente escaneando el siguiente cddigo QR:

[=] =3 (=]
k

[m] ey

15 puede consultar la base de datos escaneando el siguiente cédigo QR:

16 pyede consultar la lista escaneando el siguiente cédigo QR:
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cepas de ratas descritas tales como ratones BALB/c, C57BL/6,
DBA/2 y ratas como ACI, LE, F344, entre otras.

Control generacional de una cepa

Para poder mantener la consanquinidad de wuna linea

endogamica, se recomienda implementar un sistema basado en

un “ndcleo reproductor”, también conocido como “foundation

colony” y una o mas colonias de expansiéon “multiplication colony”.

El ndcleo reproductor es lo mas valioso ya que es la fuente de
animales genéticamente estandarizados. Este nudcleo de
reproductores se conforma por 10 y hasta 20 parejas

mondgamas.

La integridad del genoma de una cepa puede verse alterada
debido a la contaminacién genética que es el problema mas

comun de alteracion gendmica en colonias de reproduccién
endogamica alterando sus caracteristicas genéticas principales.
Uno de los principales factores de sefial de contaminacion
genética de una colonia es la deteccion de camadas que difieran
significativamente del promedio calculado para cada cepa (De

Jesus, et al. 2006). Las principales medidas de manejo para
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evitar una contaminacion genética se pueden clasificar de la

siguiente manera:

1. Separacion fisica de las colonias reproductoras;
particularmente las de los nucleos reproductores en
cuartos separados.

2. Si la separacion fisica no es posible, distribuir las lineas
por su color de pelaje.

3. Se debe elegir un sistema de endocria que minimice el
movimiento entre cajas y habitaciones de alojamiento;
siendo que, las parejas monogamicas o los trios estables

son la mejor opcién.

Es de vital importancia tener presente que, dentro de nuestro

nucleo reproductor debe existir una “linea de ancestro principal”

o0 de ancestro en comun con la menor cantidad de ramificaciones

posibles; para ello se puede utilizar los siguientes sistemas de

endocria:

1. Produccién en Linea Unica. - En este sistema, a las parejas

reproductoras se les somete a un control de pureza genética;
siendo el factor mas importante, que todos los animales de la
generacion, descienda de una Unica pareja ancestral comun
por no mas de 10 generaciones debido a que a partir de la filial
F10, comenzara la generacion de una subcepa que comparte
un mismo ancestro comun, pero que ha generado
diferenciaciones genéticas en un locus determinado durante
un periodo prolongado de endocria. El riesgo de utilizar una

subcepa sin tener conocimiento de ello, converge en
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experimentos sin reproducibilidad ni calidad en los resultados,
por ejemplo: las subcepas de ratones C57BL/6J y C57BL/6N

distribuidas por Jackson’s Lab y Charles River
respectivamente, se muestran fenotipicamente iguales, no

obstante poseen un trasfondo genético diferente que puede

afectar estudios con células madre hematopoyéticas debido al
estrés oxidativo al cual son mas vulnerables las células de los
ratones C57BL/6J debido a la deficiencia del gen que codifica

para la enzima nicotinamida nucleétido transhidrogenasa que

funciona para eliminar las especies reactivas de oxigeno, por
lo que se altera significativamente la frecuencia y funcién de
las células madre y progenitoras hematopoyéticas de esta
subcepa (Goldstein, et al. 2018).

Es por ello que debe de cumplirse con obligatoriedad el
monitoreo genético cuando se requiere asegurar la
preservacion de una determinada linea genética por largos

periodos de tiempo mediante técnicas de criopreservaciéon.!’

17 puede consultar dichas técnicas escaneando el siguiente cédigo QR:
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Colonia Colonia de Colonia de Colonia de |
Fundadora Expansion Produccion Abasto

*FO se autoperpetuay | *F2+cruzamiento 2x1 | g3 4 cruzamiento en
da lugara F1 da lugara F3 pool da lugar a F4

*F1 + cruzamiento 1x1
da lugar a F2 *Registro de pedigree | *No tiene registro de
*Registro de pedigree pedigree

Esquema 1.- Endocria en linea unica

El esquema 1; representa el método de endocria en linea Unica,
el cual establece que la colonia fundadora FO se autoperpetia
mediante el cruzamiento 1x1 h:m (hembra:macho), obteniendo 5
partos por afio con las caracteristicas deseables de la cepa, entre
las cuales destacan: variedad de género por camada (si tienen 4
crias, deben ser 2 machos y 2 hembras), deben tener camadas
con un numero de crias promedio de crias (para cepas se tiene
un promedio de 4 crias). Al juntar la siguiente pareja reproductiva
gue dara lugar a la auto perpetuidad de la colonia fundadora que
consta de entre 5 y 10 parejas reproductoras para la endocria
(Benavides, 2014), este proceso se debe realizar al destete de la
22, 32 0 42 camada y no se deben de seleccionar de la misma

pareja dos veces. De esta forma se obteiene F1 de la colonia de
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fundacion FO que se apareo de manera mondgama 1x1 h:m. A la
generacion obtenida del apareamiento de F1, se le conoce como
colonia de expansion o filial F2 que cuenta con las caracteristicas
necesarias para poder realizar cruzamiento en triada 2x1 h:m y
gue deben de contar con registro de pedigree fungiendo el papel
de arbol genealdgico (de esta manera sabemos quiénes son los
ancestros comunes de la unidad reproductora). A las crias
obtenidas en la colonia de expansion se les conoce como F3 que
formaran la colonia para el pool de produccién en donde se
tendran varias colonias para producir en mayor niamero el tamafio
de la colonia mediante la implementacion del cruzamiento en
‘ruleta” o al azar (Sinha, et al. 2013), esta colonia ya no lleva
registro de pedigree y a la cria obtenida se le conoce como F4
gue es la filial destinada al abastecimiento para su uso en la
investigacion. Es crucial la comprension del manejo generacional
de los animales utilizados en un experimento ya que una vez
obtenida la filial F4 , no se debe seguir reproduciendo como si
dicha colonia o stock fuera una FO a partir de la F4 que utiliza el
investigador, ya que después de la filial F10 de sus roedores,
generara una subcepa y perderd la calidad genética de sus
animales con cada generacion obtenida y es una de las
principales causas del sesgo en la investigacion debido a la pobre
confiabilidad de los resultados obtenidos en sus experimentos.
Una subcepa es la rama o sublinea generada del cruzamiento
endogamico de esta cepa, pero con caracteristicas genéticas
diferentes a las de la colonia original. A partir de la veinteava

generacion de cruzamientos endogamicos, obtenemos una
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colonia fundadora que da origen a la filial FO y es entonces que
entre la generacion FO y la F20, existe suficiente probabilidad de
gue ocurra una variacion genética dada por la heterocigosis
residual entre generaciones que dara como resultado la
formacion de una subcepa completamente diferente de la cepa
original a partir de la generacion F10 (Hamburg, et al. 2018); por

ejemplo: la subcepa “Steel” 0 129S2/Sv de Janvier es el resultado

del cruzamiento entre las cepas C3H-MagfSI-J y 129Sv por lo

menos durante 12 a 14 generaciones para poder obtener un ratén
de pigmentacion tipo Agouti con abdomen blanco y su principal
caracteristica genética con un aumento en la incidencia de
teratomas de un 10% mas que las cepas de origen. Se ha
demostrado que para que pueda considerarse una subcepa
independiente, se necesitan por lo menos 10 generaciones de
cruzamientos, sin embargo, después de la generaciéon F20, la
variacién genética entre la colonia fundadora y la subcepa en
cuestion esta mediada por mutaciones espontaneas y deriva
genética (Wotjack, 2003).

Generalmente las subcepas se forman al azar de manera no
intencional como, por ejemplo, la contaminacién genética por
cruzamientos incorrectos o por falta de registros de las colonias
de cepas establecidas que siguen realizando cruzamientos
endogamicos mas alla de la F10. La variacion genética de estas
subcepas se puede apreciar en su fenotipo y a menudo también
es identificada por inmundlogos, ya que trabajan con sistemas
muy sensibles que responden ante la mas minima variacion

genética de los animales utilizados para la experimentacion,
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también otros ejemplos de indicadores que demuestran esta
variacion genética son: la respuesta de diferentes poblaciones de

una cepa a las pruebas de conducta, histocompatibilidad,

susceptibilidad tumoral, reactividad analgésica y anestésica, asi

como los umbrales de reactividad neuronal para inducir ataques

epilépticos (Yang, et al. 2003). Aunado a la contaminacién
genética que puede generarse por el cruzamiento indiscriminado
de una cepa, la movilizacibn de una linea genéticamente
estandarizada que se ha comprado de un proveedor certificado
entre los investigadores o institutos que hacen uso de estos
modelos biolégicos, puede ser un acto encausado, ya que
ademas de ser una falta a la ética profesional, viola las poélizas de
compraventa establecidas por el proveedor?,

2. Produccién en Lineas paralelas o modificado. — Se lleva a

cabo mediante el mantenimiento de tres lineas en paralelo,
usando entre 5 y 10 parejas por linea; 4 generaciones
posteriores, se selecciona un macho y una hembra
(hermanos) que seran nuestro nucleo reproductor para las
préximas cuatro generaciones. A partir de este nuevo nucleo
se vuelven a abrir tres lineas (tres hembras y tres machos de
la misma camada) y se mantiene nuevamente por cuatro

generaciones. Este sistema; ejemplificado en el esquema X,

18 puede encontrar un ejemplo de dichas pdlizas escaneando el siguiente cédigo QR:

] ]
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se basa en el supuesto de que es casi imposible que se

produzca una contaminacion genética en las tres lineas a la

vez, siendo que la pareja seleccionada debe de pasar por un

estricto control de calidad genética.

I
I
mn

e —

Esquema 2.- Cruzamiento en lineas paralelas.

El esquema 2 representa el sistema de cruzamiento en lineas

paralelas usado para la autoperpetuidad de un nucleo reproductor

o pareja fundadora de una linea consanguinea, que, de acuerdo

37



con The Jackson Laboratory'®; cada rectangulo representa una
pareja reproductiva y todos los animales pueden ser referidos a
una pareja ancestral (rectangulo azul de la generacion FO0). Asi,
se mantienen tres lineas en paralelo con cinco parejas por linea.
Luego de cuatro generaciones se vuelve a elegir una pareja que
sera el futuro ancestro comun (rectangulo amarillo de la

generacion F4).

Cruzamiento entre cepas

Cepas Congénicas
Las cepas congénicas se obtienen mediante el cruzamiento de

dos cepas: una cepa que es la cepa donadora que tiene el alelo
o locus de interés y la cepa recipiente o cepa de fondo que recibira
dicho locus. La filial F1 obtenida por este cruzamiento entre
donador-recipiente, después vuelve a cruzarse con la cepa
receptora. De esta forma, la descendencia que lleva el alelo de
interés se identifica y de nuevo vuelve a cruzarse con la cepa de
fondo; este proceso se lleva a cabo por lo menos 10 generaciones

y es conocido como retrocruza o “backcrossing” mismo que se

ejemplifica a continuacion con la llustracion 7 y que da como

19 puede encontrar el manual de The Jackson’s laboratory escaneando el siguiente
codigo QR:
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resultado que los cromosomas de la cepa de fondo o recipiente,

reemplacen de manera progresiva a los de la cepa donante con

excepcion del locus que lleva el alelo de interés.

Cepa ‘ ’:> - Cepa
donadora 1 N, receptora

Generacion de
animales

congénicos -
F3 87.5% 1

F10 99% Q) skl
congénico

llustracidn 7.- Generacion de una cepa congénica®
En el anterior esquema, se representan los pasos a seguir para

la produccion de una cepa congénica. Primero se realiza un cruce

entre la cepa donadora que lleva el alelo de interés o “target” y

una cepa receptora o fondo. En cada generacién, la F1 que lleva

el gen de interés realiza una retrocruza con un ejemplar de la cepa

2 Puede consultar la fuente directamente escaneando el siguiente cédigo QR:
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receptora; de esta forma los genes vinculados se transfieren con
él a un ejemplar que no los posee). El porcentaje indica que
después de cada generacidn de backcrossing se tendra una
mayor cantidad de genoma de la cepa de fondo, pero
conservando el gen o locus target que queremos conservar a

partir de la cepa donadora (Benavides, 2019).

Roedores Hibridos
Existen diferentes tipos de cruzamientos entre animales

endogamicos: Los hibridos F1, por ejemplo; son el resultado del
cruzamiento entre dos cepas endogamicas distintas y son
heterocigotos en todos los loci de los cuales, las cepas de los
padres albergan diferentes alelos. El resultado es la obtencion de

las crias F1 que son isogénicas e histocompatibles (Parikh, et al.

2019). La importancia de los roedores hibridos en la
experimentacion con animales de laboratorio recae sobre el vigor
hibrido también denominado heterosis que es el término utilizado
para medir el rendimiento de la descendencia obtenida por
cruzamiento exogamico de dos 0 mas cepas en comparacion con
el promedio parental. Este rendimiento se mide por la capacidad
de la descendencia para superar diferentes caracteristicas
transmitidas por sus padres, por ejemplo: El nUmero de crias
nacidas vivas, dias al destete, peso al nacimiento, expresion de
genes para caracteristicas deseables como desarrollo de
tumores, entre otras (Wakchaure, et al. 2015). Ratones como el
B6129SF1/J, de acuerdo con The Jackson’s Laboratory, pueden
ser utilizados para crear o mejorar la expresion de enfermedades

poligénicas, asi como fungir de “buffers” fisiolégicos al presentar
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una gama mas amplia de respuestas a diversos estimulos

estresores.

llustracion 8.- Ratén hibrido B6129SF1//*

Roedores genéticamente modificados
La aplicacion de la genética sobre la calidad de los roedores de

laboratorio utilizados en la experimentacién puede tener dos

enfoques diferentes; la genética de avance o “forward” (que

estudia la expresion del fenotipo a partir del genotipo), tiene por
objetivo caracterizar la alteracién genética responsable de un
fenotipo mutante especifico a partir de las mutaciones

espontaneas o inducidas al genotipo, la Genética reversa 0

‘reverse” que tiene por objetivo caracterizar la funciéon de un gen

mediante el andlisis de su expresion fenotipica dadas las

21 Imagen obtenida de: https://products.jax.org/101043
Puede consultar la fuente directamente escaneando el siguiente cédigo QR:

[=] y:-[u]
[=]*
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alteraciones en el DNA disefiadas por investigadores. De esta

manera es que tenemos cinco tipos basicos de roedores

genéticamente alterados (Nagy, 2003):

a)

b)

Creados por microinyeccion pronuclear:

La inyeccion de pronudcleos o microinyeccion pronuclear es
uno de los métodos mayormente empleados para producir
animales transgénicos, aplicado a especies como ratones,
ratas y conejos de forma exitosa. En este método, un
fragmento de ADN transgénico es microinyectado al
pronticleo de un o6vulo fertilizado obtenido mediante
superovulacién. Posteriormente, los embriones que fueron
microinyectados, se transfieren a los oviductos de madres
sustitutas a quienes han inducido una pseudogestacion
mediante el cruzamiento de la hembra fértil con un macho
previamente vasectomizado (Santos, 2004). EI embrion se
desarrolla y al nacer, el roedor albergara el gen transgénico

gue se le ha inyectado en su genoma. (Chengyu, 2013)

Creados por recombinacién homdéloga mediada por vectores

virales:
La técnica de recombinacion utilizando vectores virales se
utiliza para introducir secuencias cortas de ADN (pocas

kilobases) a través de una ‘infeccidon” in vitro o in vivo de

células _germinales de roedores, cigotos o embriones. Se
utilizan vectores de Lentivirus derivados de un virus de

inmunodeficiencia _humana modificado, mismo que ha

resultado ser la herramienta esencial para la produccion de
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ratones transgénicos por este método. La recombinacion
homaologa con conjunto con el uso de células embrionarias se
puede utilizar para crear muchos tipos de mutaciones
mediante la técnica de “targeting”; entre estas mutaciones se
encuentran la inactivacion de locus conocido como “knockout”
y el reemplazo de un gen con una secuencia homologa
conocido como “knockin” que lleva una mutacion deseada

con el fin de crear un gen nuevo (Rulicke, 2007).

Creados en células troncales embrionarias:

Con esta técnica, la transgénesis se logra mediante la
recombinacién de DNA no homdlogo a través de células
troncales pluripotenciales. Esta técnica se ha desarrollado
como forma alternativa para producir animales transgénicos
de cepas endogamicas exigentes de roedores y también se
utiliza por el programa europeo de mutagénesis condicional
del raton (EUCOMM) que ha creado una gran biblioteca de
lineas celulares embrionarias con mutaciones en genes
individuales y se encuentra en libre acceso para la comunidad
cientifica?2. La principal funcién de la tecnologia con células
embrionarias es crear mutaciones dirigidas mediante la
recombinacion de ADN no homdlogo, método conocido como

“targeting” que actualmente soOlo en ratones se han podido

22 pyede encontrar la biblioteca genética escaneando el siguiente cédigo QR:

O 0

R
[=]
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d)

producir células de este tipo mismas que pueden ser aisladas,
cultivadas y modificadas con éxito. Es posible que la mayoria
de los loci del genoma del ratdbn se puedan modificar
mediante targeting de genes en células embrionarias

pluripotenciales. (Austin, 2004).

Creados en nucleos de edicidbn genética mediado por

espermatozoides:

Esta técnica se basa en el uso de espermatozoides para
transportar ADN del genoma al cigoto mediante una
microinyeccion en el espermatozoide modificado, estas
secuencias de integracion de ADN transgénico son
comparables a las de la microinyeccién pronuclear en cigotos

de raton.

Creados por mutaciones quimicamente inducidas o

espontaneas:

Las mutaciones espontaneas son eventos genéticos que
ocurren de manera aleatoria de manera natural.
Antiguamente era la Unica fuente de variabilidad genética en
roedores y muchos han dado lugar a modelos biol6gicos
importantes para la investigacion. La mayoria de las
mutaciones espontaneas pueden pasar desapercibidas
debido a que no expresan para fenotipos que se puedan
apreciar a simple vista, no asi para las cepas, de las cuales
se pueden identificar de manera mas rapida mutaciones

recesivas. Las mutaciones inducidas de manera quimica y
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antiguamente de manera fisica tienen cada una un modo de
accion distinto que induce un tipo particular de mutacion. Por
ejemplo, el n-etil-n-nitrosourea que induce mutaciones
puntuales por metilacién del ADN, este compuesto quimico
es utilizado en algunos paises para generar roedores

mutantes para el uso en la investigacion (Beal, et al. 2020).

Existen articulos especificos con la descripcion de cada una de
técnicas anteriores, sin embargo, uno de los puntos cruciales de

este escrito, es el uso de los roedores transgénicos que se

obtienen casi exclusivamente por el método de microinyeccion

pronuclear y al ser ampliamente utilizados en la experimentacion,
convierten a este método en el mas utilizado; los roedores
transgénicos se crearon a principios de la década de los 80's
(Gordon, 1981). Entiéndase que el término de animal transgénico
sélo es aplicable para los animales cuyo genoma fue modificado
mediante la insercion aleatoria de ADN, a este proceso se le
conoce como “Transgénesis aditiva” de una sola o un numero de
copias variables de un gen microinyectado aleatoriamente en el
genoma del animal. Los roedores resultantes de esta técnica
expresan el gen trasplantado bajo el control de promotores de
crecimiento tisular o promotores de desarrollo especificos que
median su expresion durante la construccion de las cadenas del

DNA transgeénico.
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llustracion 9.- Técnica de microinyeccion pronuclear para la generacion de

animales transgénicos?

La nomenclatura utilizada para denotar un animal transgénico
establece la abreviatura “Tg”. Los animales transgeénicos
fundadores son homocigotos y se designan como Tg/0. Cada
linea de animal transgénico generada por microinyeccién de
manera aleatoria crea un modelo de animal Unico y para lograr su

progenie genéticamente estandarizada, la inyeccion del DNA

23 pyede consultar la fuente directamente escaneando el siguiente cédigo QR:
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transgénico debe de realizarse en embriones obtenidos de una
cepa endogamica y utilizar la técnica de Reaccion cuantitativa en
cadena de polimerasa en tiempo real (qQPCR) para analizar la

genética de la progenie (Bellester, 2004).
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Calidad microbioldégica de los roedores de

laboratorio

Los roedores utilizados en experimentacion se pueden clasificar
de acuerdo a su “carga” de microorganismos, a continuacion, se
muestra dicha clasificacion y sus principales caracteristicas

microbioldgicas:

Animales Haloxénicos
Los roedores haloxénicos o conocidos tradicionalmente como

“Convencionales” de la categoria 1 por su calidad microbiolégica,

son aquellos roedores mantenidos sin ningun proceso especial o
ambiente estéril, se albergan en instalaciones abiertas las
caracteristicas microbiologicas principales de un animal
haloxénico consisten en estar libres de microorganismos

causantes de enfermedades zoondticas, especialmente:

e Salmonella typhimurium

e Shigella flexneri

e Mycobacterium tuberculosis

e -Yersinia pseudotuberculosis
e Leptospira spp. (Gullace, s.f.)
e Trichophyton mentagrophytes
e Sarcoptes scabiei

e Virus de la coriomeningitis linfocitaria
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Animales Miroxénicos

Los roedores miroxénicos o conocidos tradicionalmente como

“Convencionales limpios” que se encuentran en la categoria

numero 2, son aquellos roedores mantenidos bajo condiciones
sanitarias estrictas y albergan una fraccion inoculada de
microorganismos no patégenos tomados de la microbiota de un
roedor haloxénico; las caracteristicas microbiolégicas principales
de un animal miroxénico consisten en estar libres de
microorganismos incluidos en la categoria 1, ademas de los

siguientes agentes:

e Listeria monocytogenes
e Bacillus piliformis (Clostridium piliformis)

e Virus de Ectromelia

Animales Gnotobiéticos
Los roedores gnotobidticos, son aquellos que pertenecen a la

categoria numero 3 y que tienen su microbiota definida. Son

comparables con animales derivados de cesarea (Axénicos) y
gue son inoculados con especies microbiolégicas conocidas.
Deben ser del mismo estatus microbioldgico que la categoria

namero 2 y ademas estar libres de:

e Bordetella bronchiseptica
e Pasteurella spp.

e Streptobacillus moniliformis
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e Corynebacterium kuscheri
e Eimeria spp.

e Lamotheoxyuris ackerti (MINSA, 2008)

Animales Heteroxénicos (SPF y SOPF)
Los roedores heteroxénicos pertenecientes a la categoria numero

4 también son conocidos como roedores “SPF” que, por sus siglas

en inglés, son aquellos animales libres de patégenos especificos.

Son roedores derivados de un animal axénico o gnotobiotico que
adquiere una microbiota especifica por inoculaciéon y que deben
ser albergados en areas protegidas (sistemas cerrados) en donde
se mantiene un monitoreo y control sobre la calidad
microbiolégica del microambiente de los roedores albergados asi
como del control de presion atmosférica; por ejemplo, debe de
haber mayor presion en el microambiente que en el
macroambiente (presion positiva) debido a que esta diferencia de
presiones actlian como barrera fisica, asi como las areas de las
instalaciones que deben de contar con al menos doble puerta de
acceso para aislar cualquier agente externo, entre otras
caracteristicas que se explicaran en el apartado de medio

ambiente de este mismo escrito.

En esta misma categoria de animales Heteroxénicos, se
encuentran los animales “SOPF” que, por sus siglas en inglées,

son aquellos animales libres de patdgenos oportunistas

especificos. Ambos roedores, SPF y SOPF, deben encontrarse
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bajo el mismo estatus microbioldgico de la categoria 3 ademas de

estar libres de:

e Virus sendai

e Mycoplasma pulmonis

La diferencia entre animales SPF y SOPF radica en que estos
ultimos deben de encontrarse también libres especificamente de

los siguientes agentes oportunistas:

e Staphylococcus aureus

e Pseudomonas aeruginosa

e Klebsiella pneumoniae

e Klebsiella oxytoca

e Pneumocystis spp.

e Proteus mirabilis

e Streptococcus Betahemolitico (Grupos A, B, Cy G)

e Corynebacterium bovis

(MINSA, 2008)

Animales axénicos
Pertenecientes a la categoria nimero 5 son también conocidos

como animales “GF” que, por sus siglas en inglés, son aquellos

animales libres de gérmenes, por lo tanto, no albergan ninguna
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especie de virus, bacterias, hongos, parasitos ni organismos
saprofitos en su organismo; es por ello que deben de mantenerse

en sistemas cerrados estériles (Zufiiga, 2016).

La estandarizacién microbiolégica de los roedores de laboratorio
es un aspecto fundamental que lleva un trasfondo de mas de una
década a nivel mundial y se ha demostrado su papel en los
resultados de un experimento. Por ejemplo: Un estudio de
medicina traslacional sobre la composicion de las células
inmunitarias en la activacion de la respuesta inmune, ha
demostrado que estas células en ratones silvestres se encuentran
en un estado de reactividad mayor de manera innata comparado
con ratones microbiolégicamente estandarizados conocidos
como “libres de patdégenos especificos” o SPF, esto es debido a
gue los animales silvestres se encuentran colonizados por una
microbiota de manera natural desde su nacimiento por lo que
activaran una respuesta inmune poco homdloga comparada a la
del humano (Abolins, et al. 2017); no asi en una colonia de
animales SPF que en un estudio de infeccion con tres agentes
patégenos (viral, bacteriano y parasitario) conocidos por infectar
al humano, inducen patrones de reactividad celular inmunitaria
bastante similares a los observados en adultos humanos (Reese,
et al. 2016), de tal forma que con la estandarizacion
microbiologica de los animales utilizados experimentacion en
conjunto con otros aspectos de igual importancia como el tipo de
albergue para animales con estas caracteristicas y su correcto

manejo, los resultados seran mas homogéneos.
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Mas alla del conocimiento sobre la clasificacidbn microbiol6gica de
los roedores de laboratorio, es crucial la comprension de la
funcién que pueden desempefar los microorganismos de los
roedores de laboratorio sobre su sistema inmunitario y que debe
estar presente para poder utilizarlos de manera correcta, por
ejemplo: un estudio de infeccion en ratones con ciertos virus que
desempefian su papel como inmunomoduladores de la
inflamacion cronica en modelos de ratén de diabetes tipo 1, asi
como para mantener un numero adecuado de linfocitos entéricos
en los ratones (Cadwell, 2015). También se ha demostrado que
en ratones GF inmunodeficientes inoculados con Candida
tropicalis, se promueve la migracion de células dendriticas hacia
los ganglios linfaticos del intestino, lo cual estimula el desarrollo
de tejido linfoide asociado al intestino protegiendo al huésped
frente a un desafio inmunolégico como el de la infeccion con
Clostridium difficile (Markey, et al. 2018). El rol inmunomodulador
de los microorganismos es uno de los pilares de la calidad
microbiolégica de los roedores de laboratorio, sin embargo, otro
aspecto que debe comprenderse es el del alojamiento de
roedores con caracteristicas especificas. Por ejemplo: los
animales libres de patégenos especificos deben de mantenerse
en instalaciones de barrera en sistemas cerrados como se
describi6 en este apartado, ademas de cumplirse siempre
condiciones tales como el albergue en jaulas con microaisladores
o0 jaulas con ventilacion individual que usan filtros de aire HEPA
(Masopust, et al. 2017) suministrando agua y alimento

esterilizado, asi mismo es necesario implementar un programa de
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monitoreo bacteriolégico de los animales que se alberguen
debido a que la calidad microbiolégica es concomitante al
bienestar y salud animal (FELASA, 2014); existen tablas en
donde se muestra la periodicidad y los agentes sobre los cuales
se lleva a cabo el monitoreo?*. Estas medidas son necesarias
para poder conservar el estandar de calidad microbioldgica de los
roedores de laboratorio y asi reducir la variabilidad en los

resultados de un experimento.

24 pyede consultar la guia de monitoreo de FELASA escaneando el siguiente cédigo QR:

""'.r
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Bioética en la experimentacion con animales

La ética puede definirse como la conducta y manera de actuar del
ser, quien se rige por las normas moralmente establecidas o
propuestas por sus semejantes dentro de una sociedad, cultura o
época en especifico. La evaluacién del trato del hombre hacia los
animales se ha debatido publicamente desde siglos pasados
(Correa, 2009), sin embargo, no fue sino hasta 1971 que,
basados en los trabajos de Potter, pudo definirse de manera
concreta por la Real Academia de Lengua Espariola el término de

Bioética como “la aplicacion de la ética a las ciencias de la vida”

(RAE, 2020), por ende, los aspectos bioéticos aplicados al uso de
animales de experimentacion han cobrado un interés sobre la

comunidad cientifica, filosofica y bioeticista.

Se considera aceptable el uso de animales en
investigacion y ensefianza solamente si contribuye de forma
efectiva a la comprension y generacion de nueva informacién
sobre principios biolégicos fundamentales, asi como al desarrollo
de conocimiento sobre la salud humana, observando siempre por
el bienestar y trato ético hacia los animales utilizados en

experimentacion (ILAR, 2010). Definir al bienestar animal es un

tema que, si no controversial, es vasto dentro de la comunidad
cientifica, aunque lamentablemente no aplicado de manera
puntual en muchos experimentos; como se describid
anteriormente en el glosario y de acuerdo con la OIE, el bienestar
se relaciona con las condiciones en las que el animal vive y

muere. Por lo tanto, durante el periodo de vida de un animal de
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laboratorio en el que es utlizado para un experimento, se
considera que tiene una buena calidad de bienestar cuando se
asegura el cumplimiento de aspectos tales como la prevencion y
tratamiento de patologias, buena nutricidbn, que cuente con
enriquecimiento y monitoreo medio ambiental, asi como de su
espacio vital bien definido que es aquella area fisica en donde
pueda moverse libremente, acicalarse, echarse y extender sus
extremidades (Brambell, 1965). De esta manera, el intento de
proveer al animal de un medio ambiente idoneo incide
directamente sobre su bienestar a lo largo de su vida y esta debe
finalizar de manera imprescindible, mediante la correcta
aplicacion del método de eutanasia para dar una muerte digna
con el menor sufrimiento y angustia posible (Broom, 1986). La
amplitud del concepto de bienestar animal comprende diferentes

ambitos como las “Cinco libertades de los animales” que dictan:

1.-Estar libres de sed

2.-Libres de hambre

3.-Libres de incomodidad (proveer espacio vital)
4.-Libres de dolor, lesiones y enfermedad.

5.-Libres de poder expresar comportamiento normal

(implicando estar libres de miedo y distrés) (McCulloch, 2013).

Las libertades de expresar conducta habitual, encontrarse
libres de sentir miedo y sufrir distrés van mas alla de aspectos

fisicos como el medio ambiente o el dolor fisico, se relaciona con
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aspectos relacionados a la naturalidad de cada especie. En el

Tratado de Amsterdam en 19972° se les otorg6 el reconocimiento

de “seres sintientes” por su capacidad de experimentar dolor. Sin

embargo, actualmente se les debe considerar “seres sentientes”

al ser capaces de sentir emociones como felicidad, placer y miedo
mas alla de solo dolor (Proctor, et al. 2013). El reconocimiento
hacia los animales por la capacidad de tener sentimientos y el
progreso de la metodologia experimental convergen con el
refinamiento del proceso experimental junto con distintas formas
y técnicas para poder evaluar de bienestar animal que implica la
percepcion de estimulos en ausencia de sensaciones negativas
conocidas como “sufrimiento” y probablemente en presencia de
sensaciones positivas denominado como “placer”. Las principales
estrategias utilizadas para poder evaluar el bienestar animal se
basan en el uso de indicadores, los que pueden ser directos o

basados en el animal tales como la escala de Grimace que evalta

el dolor mediante la expresion facial del animal (Whay, 2007).
También existen métodos indirectos llamados “Pruebas de
preferencia”, en las cuales se presentan distintas opciones a los
animales que pueden elegir y posteriormente se aplican “Pruebas

de motivacién” para evaluar la importancia del aspecto elegido

por el animal y la incidencia sobre su bienestar (Duncan, 2005).

25 puede consultar el tratado escaneando el siguiente cédigo QR:
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La evaluacion del bienestar animal, también se puede
llevar a cabo de manera objetiva (Broom, 2007), sin embargo,
actualmente el aspecto moral involucrado en la definicion del
bienestar animal, implica la siguiente pregunta “; Hasta qué punto
se considera aceptable el estado de bienestar y cuando se
considera inaceptable?”, considerando no soélo estimulos
nociceptivos que causen dolor fisico, sino aquellas situaciones en
gue pudieran sufrir sed, hambre o incomodidad durante el
albergue en instalaciones que no cumplen con las necesidades
especificas de los animales, de tal forma que se violen una o
varias de las cinco libertades de los animales. Otra forma para
poder saber en que condicion se encuentra el animal, es
respondiendo a dos interrogantes: ¢ Mejoro la salud fisiol6gica del
animal? (Evaluado con medicién de parametros fisioldgicos y
conductuales), y ¢ Qué resultados se obtuvieron con las pruebas

de preferencia y motivacion? (Dawkins, 2008).

El bienestar de los animales utilizados en experimentacion debe
ser vigilado por organismos especializados en el area; en México,
la experimentacion con el uso de modelos animales es regulada

por comités de bioética como el SICUA de la Facultad de

Medicina Veterinaria y Zootecnia en la UNAM, en donde los
miembros revisan la metodologia experimental utilizada en las
investigaciones que requieren modelos animales para su
aprobacion con base en el principio de las “Tres erres”
considerando siempre el siguiente principio: “los experimentos
con animales solo deberian ser realizados cuando no hay otra

alternativa y cuando los beneficios de este son tales que se
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justifica el sufrimiento animal” (OIE, 2008). Las investigaciones
etologicas sobre las especies animales utilizadas por el hombre
para su propio beneficio, pueden entregar valiosas evidencias
cientificas sobre las cuales se pueden basar regulaciones

legislativas y reglamentos, La Organizacion Mundial de Salud

Animal (OIE) es la institucion lider en el campo del bienestar
animal, decretando estandares internacionales de bienestar
animal y que con base ello, se regula el uso de animales en
México aplicado para cada especie con sus medidas particulares
para conservar una calidad aceptable de bienestar animal durante

la experimentacion.

Para poder garantizar el cumplimiento de los principios de las
“tres erres”, los paises que integran a la Union Europea tienen
obligacién de entregar reportes anuales sobre el uso de animales
en experimentos, justificaciones y el nivel de invasividad de los

procedimientos que lleven a cabo.

Las tres R’s en la experimentacion con animales

En 1959, fueron establecidos en la obra escrita de Russell y Burch

(zoo6logo y microbiélogo respectivamente), los principios de las
“tres erres” para el uso de animales de experimentacion en “The

Principles of Humane Experimental Technique”, estableciendo los

siguientes principios:

1. Reemplazo.- al sustituir de manera parcial o en su totalidad

el uso de animales.
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2. Refinamiento.- al disminuir la severidad de los
procedimientos experimentales que utilizan animales.
3. Reduccion.- al minimizar el nUmero de animales que se

utilicen por experimento.

Un experimento serd éticamente aceptable y correcto cuando se
cumplan con estas tres R’s que, a pesar de ser principios
difundidos y aceptados internacionalmente, el uso y manejo de
los animales varia en cada region o pais e incluso entre cada
institucién, por lo que podria considerarse utopico el cumplimiento
puntual de las buenas préacticas que observen por el bienestar de
los animales durante un experimento bajo estos principios a pesar
de su obligatoriedad. Esa responsabilidad recae sobre el
investigador, operarios y terceros que apoyan en un experimento
o estudio, asi como de quienes recurren al uso de estos seres
sentientes para la docencia. Por lo tanto, se debe observar por su
bienestar en todo momento para poder obtener resultados con
informacion valida y reproducible basada en un trato digno y

humanitario hacia los animales.
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llustracién 10.- Russell y Burch %°

El zodlogo y William Moy Stratton Russell y el microbiélogo Rex

Leonard Burch; autores del libro Principios de la técnica

experimental humanitaria.

Punto final humanitario

El punto final humanitario puede definirse como aquel indicador

mas temprano de posible dolor, sufrimiento o agonia que este

ultimo se refiere al estado extremo de sufrimiento en un ser vivo

%6 |magen obtenida de: https://en.3rcenter.dk/3r/russell-burch/
Puede consultar la fuente directamente escaneando el siguiente cddigo QR:

B2
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que, aplicado a los roedores utilizados en experimentacion, se
debe utilizar para evitar o limitar dicho estado de sufrimiento
mediante la implementacion de medidas tales como la eutanasia.
Existen cinco tipos de punto final humanitario (Morton, 2005): el
primero estd dado cuando el animal no va a proporcionar mas
informacion cientifica representativa debido a sus afecciones
fisiologicas y afecten la confiabilidad de los resultados del estudio
0 experimento. Por ejemplo; si un animal desarrolla una diarrea
aguda necrosante durante un experimento y por ello se convierte
en un animal metabdlicamente inestable provocando que la

obtencion de datos fisiologicos de dicho animal no sea confiable.

El segundo tipo de punto final se refiere a cuando el animal no va
a proporcionar informacion cientificamente Util porque se
encuentra en un estado de distrés que puede provocar una
alteracion en su sistema inmunoldgico que provocara en el animal
un estado de inmunodepresion y alteracion fisiolégica. Por
ejemplo; de un animal que se encuentra bajo estrés durante una
administracion y presenta vocalizaciones, alertar4 al resto de
animales en la sala o habitacibon mediante comunicacion
conespecifica induciendo un estado de alerta dado por el
aumento exponencial de niveles de cortisol y si este proceso se
realiza de manera periddica provocando ese estado de distrés en
los animales, los parametros fisiolégicos e inmunologicos se
veran afectados de manera negativa, disminuyendo la brecha de

confiabilidad en nuestros resultados (Navarro, 2019).
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El tercer tipo de punto final debe aplicarse cuando el sufrimiento
causado a los animales durante el estudio es mayor a lo previsto
y la relacién del sufrimiento/beneficio del experimento se pierde
debido a que el dafio causado al animal es mayor que el beneficio
de los resultados del experimento que se buscan en ese

momento.

El cuarto tipo de punto final se aplica cuando el nivel de
sufrimiento del animal es tan alto que simplemente es antiético
seguir causando ese grado de dafio al animal, por ejemplo:
estudios para evaluar mecanismos neurolégicos asociados a
estimulos nociceptivos, al rebasar el umbral del dolor del animal
y provocar un estado de agonia, también se denota como “Dafio

severo y angustia severa” (OCDE, 2000).

El quinto tipo de punto final, cuando un alto grado de sufrimiento
puede justificarse, pero no existe la necesidad de causarlo ya que
puede preverse y aplicar el punto final cientifico una vez obtenidos
los resultados representativos del experimento. Por ejemplo; en
pruebas de categorizacion de sustancias toxicas en donde se
obtenga el primer animal positivo se debe aplicar el punto final
humanitario incluso si el resto de los animales dieran negativo
siendo imprescindible un disefio experimental correcto que refine
y reduzca el nimero de animales sin afectar la calidad de los

resultados de nuestro experimento (Morton, 2005).
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Reconocimiento y evaluacion del dolor en los animales

El término de evaluacién de la severidad abarca de manera mas

especifica la categorizacion de los estados fisioldgicos afectados
de manera negativa durante el proceso experimental, es por ello
gue tanto la promocion del bienestar animal como la evaluacion
de la severidad tienen un mismo objetivo; el reconocimiento de
cualquier semiologia relacionada al dolor, sufrimiento o angustia
resaltando su importancia para aliviar la carga nociceptiva
durante el proceso y promover el refinamiento de los mismos para
mejorar la calidad de los resultados obtenidos. Concomitante con
la deteccidn oportuna de la semiologia del dolor en el modelo in
vivo, se encuentra el nivel de invasividad del procedimiento
experimental al que se les somete, este se puede clasificar en 5
grupos de acuerdo con la NOM-062-Z00-1999 y el Consejo
Canadiense del Cuidado Animal (CCCA, 1991).

e Grupo A.- Experimentos sin invasividad y que utilizan
modelos como protozoarios u otros organismos
unicelulares, asi como de cultivos celulares u érganos

obtenidos post mortem.

e Grupo B.- Experimentos de invasividad minima y que
causan un nivel de estrés y dolor de muy corta duracion.
Por ejemplo; el aislamiento momentaneo (el intervalo de

tiempo necesario para su observacién) en un estudio de
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conducta, toma de muestra sanguinea y administracion de
sustancias via intravenosa, subcutanea, intramuscular,

intraperitoneal y oral.

Grupo C.- Procedimientos con un nivel de invasividad leve
gue causan un estrés o dolor de corta duracién. Por
ejemplo; cateterizaciébn de vasos sanguineos o biopsias
(con el animal en plano anestésico) asi como de
abstinencia de alimento y agua por un breve periodo de
tiempo sin generar en la animal semiologia de estrés
cronico (anorexia, automutilacion, hiperreactividad, entre
otros), alteraciones en sus parametros fisioldgicos como
taquicardia o taquipnea ni cambios conductuales como

asilamiento y retraccién social.

Grupo D.- Procedimientos con un nivel de invasividad
medio y que causan estrés o dolor moderado a severo
tales como cirugias mayores bajo anestesia, aislamiento
para su observacion prolongada (desde horas y hasta
varios dias) asi como de procedimientos que causan
alteraciones  sensoriomotoras severas 0 incluso

irreversibles mediante la administracion de sustancias.

Grupo E.- Procedimientos con un alto nivel de invasividad
y que causan dolor severo pudiendo superar el umbral de

tolerancia del animal. Por ejemplo; la administracién de
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paralizantes musculares y provocacion de traumas o
guemaduras en el animal sin encontrarse en plano
anestésico, asi como de pruebas de toxicidad e
infecciones inducidas en experimentos cuya finalizacion

resulte en la aplicacion de eutanasia al modelo biolégico.

Para poder reconocer la semiologia de un animal que esta
sufriendo dolor y angustia, es imperativo que quien evalla su
condicion esté familiarizado con las caracteristicas y parametros
basales de la especie en cuestion. Entendiendo de esta manera
al modelo animal utilizado en el estudio en donde la respuesta de
un animal a una sustancia de ensayo es el resultado de la
interaccion de la sustancia con su organismo que pueden producir
en ellos, efectos adversos expresados como signos clinicos
dados por cambios fisiologicos debido a la toxicidad de la
sustancia empleada (OCDE, 2000). La Justificacion del uso de
puntos de finalizacibn humanitaria utilizando esta informacién
dada por los signos clinicos como base, se encuentra en la
capacidad para ser aplicados de manera precisa y oportuna por
parte del investigador sin afectar de negativa los resultados de
nuestro experimento llevando a cabo una investigacion de calidad

basada en el bienestar animal.

La observacion y examinacion periddica de los animales
utilizados en un experimento es esencial para la deteccion de
semiologia del dolor; la observacion debe realizarse de manera
diaria y la examinacién debe realizarse de manera semanal de

forma mas detallada una vez que se ha observado un signo
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clinico ante la inspecciéon diaria. Una vez detectado el signo
clinico de dolor se debe documentar incluyendo cuando inicio, su
duracion y severidad para poder determinar la gravedad del dolor

y que acciones tomar.

Existen una serie de cambios fisiologicos involucrados en la
evaluacién adecuada de un animal para determinar su condicion
y si podria haber evidencia indicativa de dolor o angustia. Existen
escalas de para evaluar de manera rapida la presencia e
intensidad del dolor en los animales basadas en la inspeccién
visual como la escala de Grimace que se emplea para determinar
el grado de dolor por medio de gestos faciales de los animales
(entrecierre de los parpados, aplanamiento del plano nasal y
mejillas, posicién de las orejas y la posicién de las vibrisas) a

continuacién se muestra dicha escala aplicada en ratas:
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S-i‘gno Signo ngno
ausente. moderado. presente.
Valor: 0 Valor: 1 Valor: 2

1.- Parpados parcial o
totalmente cerrados. Se puede

observar un pliegue en el

péarpado.

2.- Aplanamientoy
alongamiento del plano nasal.
También se puede apreciar el
hundimiento de las mejillas.

3.- Las orejas “se echan hacia
atras” y adoptan forma
puntiaguda. El espacio entre las
orejas aumenta.

4.- Las vibrisas se tornan rigidas.
Se curvan caudalmente a lo
largo del rostro.

llustracién 11.-Escala de Grimace en ratas?’

27 pyede consultar la fuente directamente escaneando el siguiente cédigo QR:
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La escala de Grimace se aplica a diferentes especies?® y cuenta

con una guia escrita que puede servir como referencia para poder
realizar la medicion del dolor en los animales. Herramientas como
la escala de Grimace son esenciales para la evaluacién del dolor
en los animales, sin embargo, es de vital importancia siempre
considerar ademas las diferentes variables que sirven como

indicadores de dolor en los animales, tales como:

1. Cambios fisicos: Pelaje hirsuto, presencia de orina y heces

en pelaje, emaciacion progresiva; la pérdida significativa
de peso corporal puede ser uno de los indicadores mas
sensibles para determinar que la condicion de un animal
se esta deteriorando debido a que el estado de emaciacién
va acompafiado de un cambio en el consumo de alimento
y agua que también debe ser vigilado por el personal
encargado de los animales. Existe la posibilidad de la
presencia de dolor y angustia en animales jovenes que no
han alcanzado su peso promedio en la edad adulta en
comparacion con un animal de grupo control que si ha

alcanzado su peso promedio en la adultez.

28 pyede encontrar la escala de Grimace para las diferentes especies escaneando el
siguiente cédigo QR:
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2. Cambios en las frecuencias basales: disnea, taquicardia o

bradicardia por postracion, temperatura corporal; la
hipotermia y la hipertermia pueden servir como indicadores
importantes del deterioro de la calidad del bienestar de un
animal. Por ejemplo, en estudios que han documentado
una baja de al menos el 10% en la temperatura corporal,
se ha presentado muerte inminente de los animales. Por lo
tanto, es un parametro fisiolégico que deberia
monitorearse de manera no invasiva por medio de
termOmetros infrarrojos para evaluar periédicamente las
disminuciones especificas en la temperatura debido a que
la hipertermia e hipotermia pueden ser efectos transitorios
de la sustancia administrada a los animales de nuestro
experimento o bien un indicador de punto final humanitario.

3. Cambios en la conducta: hiperreactividad ante estimulos

externos, automutilacion, canibalismo, adipsia y anorexia.
El habito nocturno de los roedores de laboratorio dificulta
la tarea de la observacion de conductas habituales
diariamente, sin embargo, la observacion diurna de
patrones de horas de suefio puede ser indicativo de
ausencia de dolor o de malestar, se debe de tener en
cuenta la apariencia, la postura y patrones de

acicalamiento durante las horas de suefio de los animales.

Estos signos se utilizan para determinar si la condicion del animal
es irreversible, de tal forma que, la accion pertinente es llevar a
cabio la aplicacion de eutanasia al animal. En el estudio post

mortem se podra relacionar el hallazgo de lesiones con los signos

70



clinicos que haya presentado el animal. De esta manera, el
monitoreo, examinacion (que incluye el estudio post mortem) y
muestras clinicas son esenciales para estudios que utilizan un
modelo biolégico. Por ejemplo; estudios de toxicologia en los que
se deben de considerar las siguientes directrices y que también

son aplicables para todo tipo de estudio:

e Realizar observacion y examinacion clinica periédica para la

deteccion de signos y condiciones anormales al estado basal
del animal y que sean indicativos de dolor de acuerdo con la
severidad del procedimiento. A continuacion, se ejemplifica
con una tabla el grado de sensibilidad al dolor por region

anatdmica del roedor de laboratorio:

Region Sensibilidad Sensibilidad Sensibilidad alta
anatomica leve moderada
X

Articulaciones

Médula espinal

X

i X

X

nal | |

el [

Pedosto ||

= .
sanguineos

= .

dientes
Genitales | |

Tabla 1.- Grado de sensibilidad al dolor por regién anatémica del roedor de laboratorio?®

2% pyede consultar la tabla de referencia escaneando el siguiente cédigo QR:
O SariD]
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e Determinar la severidad de los procedimientos y de los signos

indicativos de dolor en los animales examinados para poder
aplicar el punto final humanitario de manera oportuna. A
continuacion, se ejemplifican algunos procedimientos y su
grado de severidad:

Severidad

-Obtencién de muestras sanguineas
-Exploracién rectal

-Frotis vaginal

-Radiogrdfias

-Administracién oral de sustancias inocuas
-Inmunizacién sin adyuvante
-Experimentos terminales bajo plano
anestésico

-Muesireo sanguineo repetitive

-Test de pirégenos

-Recuperacion postquirlrgica
-Inmunizacién con adyuvante incompleto
-Inmovilizacién

-Candlizacién y cateterizacién
-Paracentesis

-Privacion de agua, alimento o sueiio
-Induccién tumoral

-Estimulacién nociceptiva

-Pruebas en estudios de DL50
-Inmunizacién con adyuvante completo

Tabla 2.- Grado de severidad por procedimiento™®

e Establecer la relacidon entre la obtencién de datos y el

sufrimiento animal por parte del director del estudio para poder

determinar el momento oportuno de la aplicacién del punto
final humanitario.

30 Puede consultar la tabla de referencia escaneando el siguiente codigo QR:
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Determinar cuando los signos hallados sean indicativos de

una condicion irreversible. Por ejemplo; la condicién de un

animal moribundo dada por signos como emaciacion grave
(pérdida de peso de mas del 20%) dada por disfagia y adipsia
para poder aplicar de manera oportuna la eutanasia a dicho
animal. A continuacién, se muestra una hoja de registro que
sirve como guia para determinar el punto final humanitario y la

frecuencia con que se deben monitorear estos signos.
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Variable Observaciones Puntuacién Periodicidad
Peso corporal + 5in pérdida de peso 0
+ Pérdida de peso menor al 10% 1

+ Pérdida de peso entre el 10 y 20% con posible | 3 Diario
disminucién en la ingesta de alimento

+ Pérdida de peso mayor al 20%. El animal no |4
consume agua ni alimento

Aspecto + Postura erguida, pelaje lustroso y se muestra |0
locomocion mavil

* Poca movilidad, posible cromodacriorrea, pelaje |1

hirsuto
Diario
*  Inmévil, postura encorvada, aislade, | 2
cromodacriorrea, pelaje hirsuto
* Pestracién en declbito lateral, ojos hundides 3
Reactividad * Se muestra atento a estimulos, interactia y se | 0
acicala
* Muestra movimientos respiratorios ripidos, se
aisla en el fondo de la caja, poco acicalamiento 1 Diario
* Peoca actividad, aislado, respiracién abdominal
3
+ Animal inmévil, postracién en decubito lateral,
abre la boca al respirar
4
Paridmetros * Sin alteracién o
fisiolégicos
* Ligero aumento en frecuencia cardiaca y |1
respiratoria (no mas del 10%)
* Incremento de la temperatura corporal en 1-22Ce | 2 Diario

incremento en un 30% de las frecuencias cardiaca
y/o respiratoria

* Incremento de la temperatura corporal en mas de | 3
1-22C e incremento en un 50% de las frecuencias
cardiaca (310-840 Ipm) y/o respiratoria (60-220
rpm)

Tabla 3.- Puntuacion para determinar la aplicacion del punto final
humanitario®*

31 pyede consultar la tabla de referencia escaneando el siguiente cédigo QR:
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Con base en la lista anterior, la puntuacion para determinar el
punto final humanitario va de 0 a 9 puntos, siendo que cuando el
animal obtiene una puntuacién de 3 en mas de un parametro
evaluado, todos los 3 pasan a tener un valor de 4 puntos y se
procedera a tomar las siguientes medidas correctivas de acuerdo

con la puntuacién obtenida:

1. De 0 a 3: normal sin medidas correctivas.

2. De 4 a 6: supervisar cuidadosamente con posible
administracion de analgésicos.

3. De 7 a 9: sufrimiento intenso, se deben administrar
analgésicos y considerar la opcion de efectuar eutanasia.

4. De 10 a 12: agonia, se debe aplicar eutanasia al animal y

considerar parar el experimento.

De acuerdo con la CONICYT, 2009; la puntuacion de 8 a 12 es

un indicador de deterioro significativo que va del sufrimiento

intenso a la agonia del animal, esto lo convierte en candidato para
la aplicacion de eutanasia; se sugiere que sea mediante
sobredosis anestésica o en camara de COZ2. Las anteriores tablas
para evaluacion del dolor y registro para el punto final humanitario
son guias imprescindibles para el bienestar de los animales, sin
embargo, se puede determinar con antelacion la aplicacion de
eutanasia sin tener que llegar a una puntuacién de 8 a 12 en la
escala; se debe tener en cuenta siempre por medio de analogia,
el criterio suficiente para saber cuando terminar con el sufrimiento
de un animal, sobre todo cuando existe evidencia de que el

experimento causa dolor y sufrimiento desde la elaboracién de su
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protocolo. El uso de estas escalas ayudara a sintetizar la
informacion obtenida del monitoreo periddico de los animales, asi
como mejorara las habilidades de observacion y capacidad de
discriminar entre indicadores de punto final humanitario y
semiologia dada por efectos del tratamiento en el experimento.
La periodicidad de la observacion debe efectuarse por el
responsable del proyecto, se sugiere que se realice después de
la administracion del producto en los animales, especialmente
durante las primeras 24 horas cada 30 minutos, posteriormente el
monitoreo debe ser diario incluyendo en la lista la determinacion
de un estado normal o anormal y la gravedad de los signos
clinicos observados con la finalidad de aplicar de manera
oportuna y preferentemente anticipada, el punto final humanitario.
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Medio ambiente y su relevancia en un

experimento

Los roedores de laboratorio son el insumo principal del proceso
experimental. Son utilizados como reactivos biologicos para
investigar y comprender las causas, diagnostico y tratamiento de
enfermedades al humano y otras especies, asi como en el
desarrollo y control de medicamentos, es por ello que se requiere
gue la produccion de animales genéticamente estandarizados y
microbiolégicamente certificados, se lleve a cabo con sus

requerimientos medioambientales especificos, ya que de lo

contrario no podremos obtener resultados validos que reflejen
realmente el mecanismo de accion, toxicidad o eficacia del
producto que se esta poniendo a prueba. Es por ello que el
manejo medioambiental para estos animales con necesidades
especificas se debe llevar a cabo de manera adecuada. El

ambiente fisico que interactia con los animales de laboratorio

comprende las instalaciones en donde se realizan procedimientos
de manejo, asi como de su alojamiento. Las principales variables
medioambientales fisicas con las que los animales interactian

durante el proceso experimental son: iluminacion, temperatura,

ruido y humedad. Sin embargo, no sélo consiste en un medio

fisico externo que los rodea, también interactian con ellos un

amplio rango de estimulos como el ambiente social

interespecifico del cual, el ser humano forma parte, asi como de

las instalaciones antes mencionadas (Andersen, et al. 2016).
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El ambiente fisico que rodea a nuestros animales se divide en

microambiente y macroambiente, siendo que el microambiente se

conforma por el primer medio fisico e inmediato que interactla de
manera directa con los animales o unidades experimentales; por
ejemplo: la caja en donde se alberga un roedor o el corral de un
cerdo. El macroambiente comprende al ambiente fisico externo al
microambiente que no se encuentra en contacto directo con el
animal durante su alojamiento y que solo interactia con él cuando
es trasladado para realizar procedimientos (como toma de
muestras) durante un experimento si asi se requiere debido al
disefio de instalaciones, por el tamafio de los animales o si asi lo
indica el protocolo; por ejemplo: la sala de experimentacion en
donde se encuentran las cajas de los ratones, la piara de un

conjunto de cerdos, el establo de un conjunto de caballos.

El control del ambiente de los animales tiene un impacto
imprescindible en el bienestar animal a lo largo de su vida desde
Su recepcion en las instalaciones y hasta el término del
experimento. De tal forma que, se debe de considerar el siguiente
equipo de control medio ambiental para albergar a las distintas
especies utilizadas en experimentacion. El sistema HVAC
(Heating Ventilation and Air Conditioning System) es el equipo

encargado de controlar los recambios de aire, temperatura y

humedad en el macroambiente de los animales albergados en
salas de experimentacion animal. En la siguiente tabla, se anotan
los pardmetros medioambientales necesarios para mantener una
calidad de bienestar aceptable de los animales albergados en
instalaciones destinadas a la experimentacion (Navarro, 2019).
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luminacién | Rui [ Recambios de|

(luxes) aire/ hora

20-24°C 40-70 % | <325 Ix 60 db 10-20

20-24°C 40-70 % | <325 Ix 60 db 10-20

Tabla 4.- Parémetros medioambientales para roedores de laboratorio.*
Estos valores ayudaran a conservar un estado aceptable de

bienestar en los animales dado que, existen aspectos de los
parametros ambientales que influyen de forma importante en el
bienestar animal, tales como: el limite maximo de intensidad
luminosa en roedores de laboratorio que se ubica en los 325 luxes
que se justifica por la posible presentacion patoldgica de
retinopatia fototoxica que afecta especialmente a animales
albinos al superar el limite de intensidad luminosa descrito, el
factor desencadenante de esta patologia y la presentacion de
semiologia por estrés; son las horas de exposicion de
luz:oscuridad. Para garantizar una buena calidad de bienestar
animal se ha demostrado que un intervalo de 14:10 horas
luz:oscuridad en roedores de laboratorio (Neil, 2003), contribuye
a que desarrollen conductas habituales y evita el estrés en los
animales; asimismo, existen estudios previos que demuestran

gue bajo condiciones de intensidad de 325 luxes (intensidad a la

32 pyede consultar la fuente directamente escaneando el siguiente cédigo QR:
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cual los operarios realizan habitualmente sus actividades diarias),
puede ocasionar estrés en los animales que si se mantiene de
forma sostenida, provocara alteraciones fisiolégicas como

pelecha, arritmias, disminucibn en la ingesta, peleas,

cromodacriorrea, entre otras; no asi bajo condiciones con 10

luxes de intensidad luminosa como maximo, misma que reduce el
estrés en los animales asi como la semiologia correspondiente
(Azar, 2008), sin embargo, la intensidad luminosa de 10 luxes
resulta inapropiada para el desempefio de las tareas por parte de
los operarios, por lo que se puede inferir que una intensidad de
210 luxes es el limite ideal para la realizacion de procedimientos
dentro de una habitacion que albergue roedores de laboratorio y
lagomorfos con zonas donde puedan resguardarse de la
exposicion a dicha intensidad luminosa, pudiendo colocar piezas

de acrilico opaco sobre las cajas de los animales (Navarro, 2019).

La variable medioambiental de ventilacion observa la
calidad del bienestar animal al eliminar particulas nocivas y
agentes etiologicos al recircular el aire del lugar en donde se
albergan los animales un nimero determinado de veces que debe
de circular a través de filtros especiales “HEPA”. Sin embargo,
estos recambios que inciden directamente sobre la ventilacion del
macroambiente no necesariamente aseguran una adecuada

ventilacion de la primera barrera fisica del animal

(microambiente), de esta forma, el tipo de caja, establo o jaula
influye considerablemente sobre la ventilacién entre estos dos
ambientes (ILAR, 2010). EIl promedio de recambios de aire por
hora de la NOM-062-Z00-1993, establece un intervalo de entre
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10 y 20 recambios de aire por hora, sin embargo, la justificacion
para el calculo de recambios de aire por hora en el lugar en donde

se albergan los animales puede variar dado el volumen de la sala,

la cantidad de cajas o la densidad poblacional, una forma en que

se puede calcular es de la siguiente manera: se obtiene el valor
del gasto de ventilacidon al medir el area de la superficie donde se
encuentran los animales (m?) y multiplicando por la constante de
inyeccion minima de aire (1 cfm/ft?) se multiplica por 60 y por
ultimo, ambos se dividen entre el volumen de la sala que se

expresa en pies cubicos (Airistar Tecnologies, 2005).

Siendo asi:

_ CFM x 60 minutos
T T (LxHxA)

Este método de calculo de recambios de aire puede ser utilizado
para todas las especies, mismo que se justifica para la mayoria
de las instalaciones donde se albergan animales y que
conservaran una calidad de bienestar aceptable. La variable
medioambiental que acompafia de cerca a la ventilacion, es el
ruido, de acuerdo con Fox, 2007; es la produccion de sonido por
encima de los limites que puede dafiar la salud, mismo al que se

exponen los animales debido a que los sistemas de extraccion e
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inyeccion de aire producen ruido constante, la NOM-062-ZOO-
1999 establece como limite maximo 85 db de intensidad sonora
a la que se puede exponer un animal de laboratorio, sin embargo,
existen estudios que estipulan un maximo de 60 db para
conservar un estado aceptable de bienestar en los animales
albergados para un experimento (Blanes, et al. 2010), ademas
de este valor, debe de considerarse que el material utilizado para
albergar a los animales es un factor que influye notablemente en
la captacion del ruido al interior de la caja o jaula donde se
encuentren; siendo que, se ha demostrado que en el interior de
una caja de policarbonato se puede aislar hasta 10 db comparado
con la intensidad sonora percibida en cajas con rejillas de metal
(Voipio, et al. 2006). Otro factor que influye sobre la captacion de
ruido y el bienestar animal, es el tipo de ruido percibido debido a

gue existen dos tipos: el ruido_agudo o inestable que se refiere a

un sonido subito que tiende a variar en mas de 5 db al ser
percibido como el sonido de una sirena, la caida de material
metalico y pesado al suelo o el ruido de maquinaria que al ser
percibido por los animales y por medio de comunicacion
conespecifica, alertaran al resto de los animales en el area donde
residen provocando un estado de estrés que, por ejemplo: al estar
en una sala de procedimientos durante una toma de muestra de
sangre, se pueden ver alterados valores especificos en el
hemograma y bioquimica sanguinea perdiendo asi la validez de

nuestros resultados. El ruido_cronico o estable es aquel que no

rebasa los 5 db de variacion en el transcurso de un minuto, por

ejemplo: el sonido del sistema de ventilacién, la caminata de los
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operarios o el abrir y cerrar de las puertas. Hay ruidos que se

consideran preferibles unos de otros, por ejemplo: el ruido

generado por el sistema de ventilacibn puede aislar o
“‘enmascarar” otros ruidos que pueden resultar estresantes para
los animales, estos a su vez, pueden ser desensibilizados
mediante la exposicion gradual a ruidos extrafios con un
incremento de volumen mediante el refuerzo positivo de la
asociacion a sonidos especificos produciendo experiencias
placenteras que en otras circunstancias sean estresantes
(Patterson,et al. 2006).

La temperatura puede definirse como el potencial o grado
calorifico referido a un cuerpo, siendo que el rango de
temperatura medio ambiental en la que un animal puede
mantener su temperatura corporal basal (36.5-38°C en ratones y
37.5-38.5°C en ratas) sin la necesidad de recurrir a mecanismos

de homeostasis, es llamado “Zona termoneutral”; la NOM-062-

Z00-1999 estipula un rango de entre 18-26°C, sin embargo,
estudios demuestran que para alcanzar esta zona termoneutral,
basta con una temperatura medio ambiental dentro de un rango
de entre 24-29°C (Krinke, et al. 2000). Por el contrario, cuando
la temperatura disminuye a un valor menor de 15°C, los animales
se encontrardn mayormente vulnerables debido a que los cilios
del aparato respiratorio se paralizan, impidiendo la funcion de
barrera fisica ante microorganismos patdégenos, asi como del
aumento de su gasto calorico con el fin de generar calor por medio
de mecanismos como la glucdélisis y glucogendlisis; estos intentos

por intentar sobrellevar el medio ambiente que los rodea de
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manera sostenida, llevara a los animales a un estado de distrés

gue posteriormente producird un estado de inmunodepresion

(Gaskill, et al. 2017). La variable medioambiental que se

relaciona mayormente con la temperatura es la humedad relativa,

gue puede definirse como la relacién entre el contenido de vapor
de agua gque se encuentra en una masa de gas y su saturacion
maxima a una temperatura y presion especificas. Los parametros
establecidos para conservar una buena calidad de bienestar
animal son de 40-70% de humedad relativa y 18-24°C de
temperatura ya que se ha demostrado que cuando no se cumple
con estos valores, dan lugar a un estado de distrés por intento de
adaptaciéon al medio ambiente sostenido por medio de
mecanismos de homeostasis, por ejemplo: cuando la humedad
relativa es menor de 40% y la temperatura ambiental comienza a
subir, ocurre un aumento del flujo sanguineo en regiones
especificas como las orejas en donde se encuentran vénulas y
arteriolas anastomosadas para poder disipar calor facilmente, de
igual manera ocurre en la regién interdigital y el hocico que fungen
como “ventanas” para disipar calor; por el contrario, si la humedad
relativa es mayor al 70%, intervienen mecanismos de pérdida
calorifica como la postracién sobre superficies frescas para
perder calor por conduccioén, también comenzaran a aumentar su
frecuencia respiratoria y cardiaca debido a que la humedad
relativa alta no permite la suficiente evaporacion para poder
perder calor de manera rapida.

Una de las patologias relacionadas a la humedad relativa baja, es

la cola anillada, que se presenta en cualquier etapa de la vida de
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los animales pero principalmente en crias de ratas y ratones
desde una semana de vida cuando se presenta una humedad
entre 24-40% aunado al tipo de cama que si es del tipo
higroscopico  (absorbe demasiada humedad), provoca
enfriamiento por evaporacion de la rata recién nacida desnuda, lo

gue lleva a una vasoconstriccidbn sostenida en un intento por

reducir la pérdida de calor, este aumento del flujo sanguineo
turbulento y vasoconstriccion sostenida, causa trombosis y
finalmente necrosis isquémica de la cola (Recordati, et al. 2014).
De manera contraria, si se supera el 70% de humedad relativa,
aumenta la virulencia de ciertos virus por diseminacién aérea

como el virus Sendai (Gerald, et al. 2006).

Los valores y rangos antes descritos en este apartado deben
cumplirse bajo el criterio necesario como para poder comprender
gue el modelo biologico utilizado puede o no adaptarse de una
forma necesariamente estricta a los parametros de las variables
medioambientales  establecidas, @ menester que sean
implementadas las medidas necesarias y ser monitoreadas de
manera periddica para conservar la calidad de bienestar 6ptima

de nuestros animales.
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Conclusiones

Las directrices conjuntas en este escrito compendian los puntos
criticos para llevar a cabo un proceso experimental de calidad,
basadas en material bibliografico de impacto dentro de la
comunidad cientifica internacional. Otorga la herramienta
necesaria para enriguecer el pensamiento critico sobre el uso del
método in vivo en la experimentacion y asi, que el investigador,
docente o alumno que desee llevar a cabo un experimento o
estudio en donde no pueda prescindir del modelo biolégico, tenga
un facil acceso a estas pautas y cumpla con obligatoriedad la
observancia en todo momento del estandar de calidad, el
bienestar y trato humanitario de los seres sentientes que son
utilizados como insumo principal; concomitantes de la validez,
reproducibilidad y trazabilidad de los resultados obtenidos en un
experimento. Es asi, que el proceso experimental se lleva a cabo
de manera integral y es orientado por un camino de caracter mas

ético e innovador.
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“Yo siento los sufrimientos de los animales tan intensamente que
nunca me he dedicado a la caza o al deporte del tiro. El alarido
de una alondra me llegaria al alma, pero cuando hemos de
investigar los misterios de la vida o conseguir nuevas verdades,

la soberania del proposito se antepone”. Louis Pasteur.
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