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RESUMEN
En esta revision sistematica se presenta un andlisis de articulos cientificos, guias de
manejo, libros, publicaciones universitarias y documentos legislativos para la
elaboracion de un protocolo de manejo para la cepa BALB/c del raton comun (Mus
musculus). El periodo de informacion recopilada es desde el afio 2007 hasta el afio
2022, enfocandose en cuatro capitulos los cuales fueron: Biologia de la especie,
Normativa de manejo, Procedimientos en fase de experimentacion y Criterios de punto
final. Un total de 84 documentos fueron incluidos en este estudio, de los cuales constan
70 articulos, 5 guias de manejo, 4 libros, 3 publicaciones universitarias y 2 documentos
legislativos. Los temas que se incluyen en este manual abarcan peso y necesidades
nutricionales, ciclo reproductivo, parametros fisioldgicos, historia natural, hematologia,
anatomia, etologia, alojamiento, bioseguridad, seleccion del animal, transporte animal,
bienestar animal, manipulacion del animal, reconocimiento del dolor y angustia,
anestesia, analgesia, eutanasia y relocalizacién, los cuales se estandarizan mediante un
andlisis comparativo. La caracterizacion de esta cepa permitio la elaboracion de un
protocolo que puede ser acoplado en diversos estudios, tanto en la USFQ como en otras

instituciones en las cuales las condiciones ambientales puedan controlarse.

Palabras clave: raton(es), BALB/c, manual, laboratorio, organismo(s), modelo(s),

protocolo, condicion(es), necesidad(es), experimentacion.



ABSTRACT
This systematic review presents an analysis of scientific articles, care guidelines, books,
university publications and legislative documents for the development of a care manual
for the BALB/c strain of the house mouse (Mus musculus). The period of information
collected is from 2007 to 2022, focusing on four chapters which were: Biology of the
species, Management regulations, Procedures in the experimentation phase and End
point criteria. A total of 84 documents were included in this study, involving 70 articles,
5 management guides, 4 books, 3 university publications and 2 legislative documents.
Topics covered in this manual cover weight and nutritional needs, reproductive cycle,
physiological parameters, natural history, hematology, anatomy, ethology, housing,
biosecurity, animal selection, animal transport, animal welfare, animal handling, pain
recognition and distress, anesthesia, analgesia, euthanasia, and relocation, which are
standardized by comparative analysis. The characterization of this strain allowed the
development of a protocol that can be used in various studies, both at USFQ and at

other institutions in which the environmental conditions can be controlled.

Key words: mice(mouse), BALB/c, manual, laboratory, organism(s), model(s),

protocol, condition(s), necessity(ies), experiment.
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INTRODUCCION

El raton comudn, Mus musculus, ha sido utilizado como modelo de
experimentacién debido a que son animales de facil cuidado y mantenimiento por lo que
sus costos de manutencion son bajos. Adicionalmente, provienen de una cepa
especifica, que en este caso es la BALBY/c, la cual es una cepa disefiada para estudios de
farmacologia, teratogenia, cardiologia, microbiologia produccion de células
monoclonales, entre otros Estos estudios se llevan en condiciones de laboratorio,
utilizando a los organismos modelo para estudiar las reacciones fisioldgicas que

presenten (Instituto Nacional de Salud, 2008).

Los ratones de la cepa BALB/c derivan de una colonia obtenida
endogamicamente en Maryland. Es una cepa albina que actualmente cuenta con més de
200 colonias que se han distribuido a nivel mundial en trabajos donde se requiere
experimentacién con animales. Dentro de las caracteristicas especiales de esta cepa
constan la susceptibilidad a listeria, leishmaniasis y tripanosoma, la propension a
formacion de plasmocitomas y tumores de glandulas mamaria y su sensibilidad a la
encefalomielitis (Instituto Pasteur de Montevideo, 2018; The Jackson Laboratory,
2015).

La facilidad de adaptacion y la eficiencia reproductiva de estos animales permite
que sean objeto de estudio en diversas investigaciones. Los animales usados en modelos
de experimentacion requieren de un estricto control de las condiciones de manejo,
estado zoosanitario y bienestar de modo que los resultados de las investigaciones sean
confiables y reproducibles en un futuro (Jaramillo et al., 2013). Este estudio se basé en
la normativa vigente de bienestar animal en Ecuador en el afio 2022, aplicada dentro del
Distrito Metropolitano de Quito descrita en el documento “Resolucion XX de
AGROCALIDAD (2018) y la Ordenanza Metropolitana No. 019 de la Secretaria
General del Concejo Metropolitano De Quito (2020).

Mediante este trabajo se analizd fuentes bibliograficas como manuales de
manejo, normativas de bienestar animal y articulos cientificos relacionados al uso de la
cepa BALB/c del raton comun para poder establecer un protocolo de manejo para la
experimentacion en laboratorios de la Universidad San Francisco de Quito. La

necesidad de este trabajo surgi6 debido a que esta institucién no contaba con pautas de
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manejo preestablecidas para la experimentacion, por lo que el bienestar animal podria

verse comprometido (Rodriguez et al., 2020).

METODOLOGIA

En el presente trabajo se realiz6 una recopilacion y andlisis sistematico de la
informacion presentada en manuales de manejo, articulos cientificos y revisiones de
literatura sobre el manejo de las cepas BALB/c del ratdn comdn en condiciones de
laboratorio con el fin de experimentacion con organismos modelo. Para esto se
selecciond el periodo comprendido entre 2007 y 2022, se utiliz6 un periodo de 15 afios

de investigacion.

Los buscadores ocupados fueron Google Scholar, Pubmed, Elsevier, SCciELO,
WebMD vy Springer, los cuales permitieron la recopilacion de informacion sobre las
condiciones necesarias para el mantenimiento de organismos modelo como la cepa
BALB/c. Las palabras claves consideradas en esta investigacion fueron: BALB/c,
manual, laboratory, mice(mouse), model organism(s), protocol, condition(s)m
necessity(ies), experiment en combinacion el conector AND para afadir palabras claves
de cada capitulo desarrollado. La investigacion se llevé a cabo en dos idiomas, siendo

espanol e inglés.

Los criterios de inclusion para la elaboracion del protocolo de manejo fueron:
publicaciones realizadas entre 2007 y 2022, estudios de alta rigurosidad cientifica,
libros y/o manuales de manejo de roedores desarrollados por asociaciones de bienestar
animal. Se excluyeron documentos relacionados con otras cepas de raton Mus musculus
y articulos cuyos estudios comprometan el bienestar animal. Las referencias

bibliogréaficas recopiladas se citaron mediante el gestor bibliogréfico Zotero.

Los resultados obtenidos se sometieron a un analisis y sistematizacion de la
informacion para el desarrollo de un protocolo de manejo. Los datos se obtuvieron por
medio de motores de busqueda cientifica, a partir de 90 documentos. Dependiendo de
los criterios necesarios se seleccionaron las fuentes mas aptas para el trabajo, para
asegurar el bienestar animal y obtencion de resultados experimentales dptimos para

futuros estudios en la USFQ.
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RESULTADOS
CARACTERISTICAS DE ESTUDIOS ELEGIBLES

La revision sistematica de informacion sobre las condiciones de manejo de la
cepa BALB/c del raton comin (Mus musculus) para la elaboracién de un protocolo
aplicable en el laboratorio de la USFQ se formulo a partir de 91 documentos. En base a
los criterios de busqueda, 7 documentos fueron excluidos debido a que no cumplian con
los criterios de inclusion, considerando que eran publicaciones de cepas genéricas

alternas, documentos no publicados o estudios que atentan contra el bienestar animal.

El protocolo de manejo se redactd a partir de 84 documentos incluidos: 70
articulos, 5 guias de manejo, 4 libros, 3 publicaciones universitarias y 2 documentos
legislativos (Gréfico 1). Esta bibliografia fue clasificada y sistematizada en cuatro
capitulos: Capitulo 1: Biologia de la Especie, Capitulo 2: Normativa de Manejo,

Capitulo 3: Procedimientos en fase de experimentacion y Capitulo 4: Criterios de punto

final.
Tipos de referencias bibliograficas

/ Grafico 1.Documentos
3 bibliograficos utilizados,
clasificados segin su formato de
publicacién. Los articulos
cientificos son la literatura mas
citada, seguidos por guias de
manejo, libros y finalmente tesis de

regrado.

= Guias de manejo Libros preg ado

m Articulos cientificos m Publicaciones universitarias

= Documentos legislativos

CAPITULO 1: BIOLOGIA DE LA ESPECIE

Corresponde a una recopilacion bibliogréafica de la historia natural, anatomia,
parametros fisioldgicos, ciclo reproductivo, peso y nutricion, hematologia y etologia de
la cepa de ratdbn BALB/c. Este capitulo se desarrolla para poder caracterizar al ratén
BALB/c, comprendiendo sus necesidades bioldgicas, anatdmicas y fisiolégicas y coémo
las alteraciones de estos parametros se expresan por medio de datos cuantitativos y
cualitativos. En la tabla 1 se describe el autor, afio y titulo de cada documento utilizado

en las distintas secciones del Capitulo 1, en relacion con la frecuencia de su uso.



Autor

Asaba et al.
Caligioni

Farias Santos et al.

Fuentes et al.
Jorgensen et al.
Klurfeld et al.
Park et al.
Pellizzon & Ricci
Pessini et al.
Phifer-Rixey &
Nachman
Reeves
Santos et al.
Schwiebert

Stechman et al.

Suckow et al.
Vargas et al.
Xu et al.

12
10
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Tabla 1. Referencias bibliogréficas utilizadas en el Capitulo 1: Biologia de la especie.

Ano

2014 Sexual attracti

2009

Titulo del documento Historia Anatomia Parimetros

Natural fisiologicos

ofmale

and v izati in mice

Assessing Reproductive Status/Stagesin Mice

2015 La ingesta de la dieta estindar ain-93 induce esteatosishepitica con

alterado perfil de acidos grasos enratones

2008 Perfil lipidico, protéico y glicemia en ratones NMRI, C57BL/6y +

Balb/c producidos en la UCLA. Venezuela

2014 A Possible Link between Food and Mood: Dietary Impact on Gut

Microbiota and Behavior in BALB/c Mice

2021 Should the AIN-93 Rodent Diet Formulas be Revised?

2012 A high-fat diet increases angiogenesis, solid tumor growth, and lung
metastasis of CT26 colon cancer cells in obesity-resistant BALB/c

mice

2020 Choice of Laboratory Rodent Diet May Confound Data

Interpretation and Reproducibility

2020 Hematological reference values and animal welfare parameters of +
BALB/C-FMABC (Mus musculus) inoculated with Ehrlich tumor

kept in the vivarium at ABC Medical School

2015 Insights into mammalian biology from the wild house mouse Mus +

musculus

1997 Components of the AIN-93 Diets as Improvements in the AIN-76A

Diet

2016 Hi ical reference values for CS7BL/6, Swiss
‘Webster and BALB/c mice
2007 The Laboratory Mouse
2010 Establishing normal plasma and 24-hour urinary biochemistry +
ranges in C3H, BALB/c and CS7BL/6J mice following
acclimatization in metabolic cages
2001 The Laboratory Mice + ++
2018 Manejo de animales del Bioterio de la UAM-I + + +
2013 Effect of dietary on i ion in Balb/C mice

Ciclo
reproductivo

4

+

Pesoy Hematologia Etologia
nutriciéon
+
+
+
+ +
+ +
+
+
+
+

Descripcion: En el Capitulo 1 se utiliz6 un total de 17 fuentes bibliograficas. El simbolo “+”

representa la frecuencia con la que cada autor fue citado.

El desarrollo del Capitulo 1 se llevo a cabo en 7 secciones, para las cuales se

utilizé una cantidad variable de literatura citada. La cantidad de referencias utilizadas es

mas alta en la secciobn de Peso y necesidades nutricionales, con un total de 11

referencias, mientras que la seccion con menor cantidad de fuentes utilizadas fueron las

secciones de Anatomia y Etologia, con 2 respectivamente. En el Gréafico 2 se detalla la

cantidad de referencias utilizadas en las distintas secciones del Capitulo 1.

Referencias del Capitulo 1: Biologia de la especie

M Historia natural

H Ciclo reproductivo

Etologia

11
5
4
3
Total de referencias

Anatomia M Pardmetros fisiologicos

M Peso y necesidades nutricionales B Hematologia

Gréfico 2.Cantidad de
referencias utilizadas
en cada seccién del
Capitulo 1.
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CAPITULO 2: NORMATIVA DE MANEJO

El Capitulo 2 “Normativa de Manejo” consta de una recopilacion bibliografica
basada en la seleccion del animal, alojamiento, bioseguridad y transporte de los ratones.
En la tabla 2 se describe el autor, afio y titulo de cada documento utilizado en las

distintas secciones del Capitulo 2, en relacion con la frecuencia de su uso.

Tabla 2. Referencias utilizadas en el Capitulo 2: Normativa de manejo.

Autor Aiio Titulo del documento Seleccion del animal Alojamiento Bioseguridad Transporte animal
Arencibia 2010 Important considerations about rats and mice quarantine as experimental animal models in toxicology + +
Bailooetal 2018 Effects of Cage Enrichment on Behavior, Welfare and Outcome Variability in Female Mice +
Blankenbergeretal 2018 Breakingup is hard to do: Does splitting cagesof mice reduce aggression? +
Canadian Council on Animal Care 2019 CCAC guidelines: Mice +HH +
F. Fuentes& Mendoza 2008 (Guia de manejo y cuidado de animales de laboratorio: ratin +H
Fiemo 2010 Determinacion de Buenas Pricticasde Produccion de ratones (Mus musculus) en el Bioterio de la Escuela de Bioquimicay Farmacia +
Fischeretal 2018 Optimal housing temperatures for mice to mimic the thermal environment of humans: An experimental study +
Fujioka etal 1 Effects of a constant light environment on hippocampal neurogenesis and memory in mice +
Gashill etal 2009 Some like it hot: Mouse temperature preferences in laboratory housing +
Gashill etal 01 Heat or Insulation: Behavioral Titration of Mouse Preferencefor Warmth or Access toa Nest +
Gashill etal 2013 Tmpact of nesting material on mouse body temperature and physiology +
Gonder & Laber 2007 ARenewed Look at Laboratory Rodent Housing and Management +
Hessetal 2008 Home Improvement: C57BL/6JMice Given More Naturalistic NestingMaterials Build Better Nests +
Horimy 2019 ‘The Benefits of Environmental Enrichment for Laboratory Mice +
Huerkamp & Pullium 2009 Chapter 26- Quarantine facilities and operations +
Kallnik etal 2007 Impact of IVC housing on emotionalityand fear learningin male mice +
Keijeretal 2019 What is the best housing temperature to translate mouse experiments to humans? +
Keremar etal. 1 Adolescent social isolation changes social recognition in adult mice +
Lynchetal 2010 Skeletal effectsofwhole-body vibration in adult and aged mice +
Montes Garcia 2018 Diseiiode protocolo para el manejosde ratones +
National Research Coundl of the National Academies 01 Guide for the Care and Use of Laboratory Animals: Eighth Edition + +
Nicholsonetal 2009 The Response of C5TBL/6Jand BALB/cJ Mice to Increased Housing Density +
Nicolaus etal 2016 Effect of Ventilated Caging on Water Intake and Loss in4 Strains of Laboratory Mice +
Offe etal. 2010 Differentstress-related phenotypes of BALB/c mice from in-house orvendor: alterations ofthe sympathetic and HPA axis responsiveness +
Pankseppdr Lahvis 2007 Social reward among juvenile mice +
Phifer-Rixey & Nachman 2013 Insights into mammalian biology from the wild house mouse Mus musculus +
Pritchett-Comingetal 2009 Contemporary prevalence of infectious agents in laboratory mice and rats +
Rasmussenetal 2009 Construction Noise DecreasesReproductive Efficiencyin Mice +
Reynoldsetal 2018 Vibration in mice: A review of comparative effects and use n translational research +
Rosenbaum etal 2009 Effects of Cage-Change Frequency and Bedding Volume on Mice and Their Microenvironment +
§ (eneral del Concejo Metropalitano de Quito 2020 Ordenanza Metropolitana N.019 +
Sherwin 2007 Validating refinements to lahoratory housing: askingthe animals +
Suckowetal. 2000 The Laboratory Mouse +
Srtainberg & Chen 2010 An environmental enrichmentmodel for mice +
Trupul & Arévalo Pl Estacion Agrometeorologica - Escuela Superior Politécnica de Chimborazo +
VanLooetal 2007 Impact of 'living apart together' on postoperative recovery of mice compared with social and individual housing +
Wardetal 2009 Humidity and Cageand Bedding Temperatures in Unoccupied Static Mouse Caging after Steam Sterilization +
Weinheimer-Hauset al. 2014 Low-Intensity Vibration Inproves Angiogenesisand Wound Healing in Diabetic Mice +
York etal 2012 Individually ventilated cages cause chroniclow-grade hypoxia impacting miceh logicallyand behaviorally +

Descripcion: En el Capitulo 2 se utilizo un total de 39 fuentes bibliograficas. El simbolo “+”

representa la frecuencia con la que cada autor fue citado.

El desarrollo del Capitulo 2 se llevd a cabo en 4 secciones. En orden
descendente, la cantidad de referencias utilizadas en cada seccion es el siguiente:

Alojamiento, 32; Bioseguridad, 5; Seleccion del animal, 3 y Transporte animal, 2. Cabe
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mencionar que la seccion de Alojamiento se subdivide en los temas de: Microambiente
y Macroambiente, Habitat, Manejo poblacional, Agua y alimento, Enriquecimiento
ambiental, Temperatura, humedad y ventilacion, lluminacion y Ruido y vibracion. En el
Gréfico 3 se detalla la cantidad de referencias utilizadas en las distintas secciones del

Capitulo 2.

Referencias del Capitulo 2: Normativa de manejo

35 32

30

55 Gréfico 3. Cantidad de
referencias utilizadas

20 en cada seccion del

15 Capitulo 2.

10

Total de referencias

Seleccién del animal Alojamiento M Bioseguridad M Transporte animal

CAPITULO 3: PROCEDIMIENTOS EN FASE DE EXPERIMENTACION

El Capitulo 3 “Procedimientos en fase de experimentacion” consta de una
recopilacion bibliografica basada en el bienestar animal, reconocimiento del dolor y
angustia, manipulacion animal y anestesia y analgesia. Este capitulo se desarrolla para
establecer un protocolo de manejo adecuado durante la experimentacion. En la tabla 3
se describe el autor, afio y titulo de cada documento utilizado en las distintas secciones

del Capitulo 3, en relacion con la frecuencia de su uso.
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Tabla 3. Referencias bibliogréficas utilizadas en el Capitulo 3: Procedimientos en Fase de

Bienestar animal Reconocimiento deldolory angustia Manipulacion del animal Anestesia y analgesia

+
+
T
¥
T
¥
¥
T
+
T
+
¥
T
¥
T
+

Gréfico 4.Cantidad de referencias
utilizadas en cada seccion del
Capitulo 3.

Experimentacion.
Autor Aiio Titulo del documento
AGROCALIDAD 2018 Resolucion XX +
Bailoo etal 2018 Effects of Cage Enrichment on Behavior, Welfare and Outcome +
Variability in Female Mice
Clarkson etal. 2018 Handling method alters the hedonic value of reward in laboratory
mice
Ewald etal. 2011 Monitoring of Vital Signs for Long-Term Survival of Mice under
Anesthesia
F. Fuentes & Mendoza 2008 Guia de manejo y cuidado de animales de laboratorio: ratén
Fierro 2010 Determinaciéon de Buenas Pricticas de Produccién de ratones (Mus
musculus) en el Bioterio de 1a Escuela de Bioquimica y Farmacia
Gargiulo etal. 2012 Mice Anesthesia, Analgesia, and Care, PartI: Anesthetic
Considerations in Preclinical Research
Gaskill etal 2013 Tmpact of nesting material on mouse body temperature and +
physiology
Gouveia & Hurst 2019 Improving the practicality of using non-aversive handling methods to
reduce background stress and anxiety in laboratory mice
Hobbiesiefken et al. 2021 Evaluation of different types of enrichment - their usage and effect on +
home cage behavior in female mice
Hurst & West 2010 Taming anxiety in laboratory mice
Jonckers et al 2014 Different anesthesia regimes modulate the functional connectivity
outcome in mice
Langford etal. 2010 Coding of facial expressions of pain in the laboratory mouse
Leach & Main 2008 An assessment of laboratory mouse welfare in UK animal units +
Leach etal. 2008 Identification of appropriate measures for the assessment of +
laboratory mouse welfare
Makowska etal. 2019 Standard laboratory housing for mice restricts their ability to +
segregate space into clean and dirty areas
Maschi 2017 El efecto del enriquecimiento ambiental sobre la variabilidad de
parametros fisiologicos y conductuales en ratones de laboratorio
Meagher 2009 Observer ratings: Validity and value as a tool for animal welfare +
research
Neelyetal. 2018 The Effect of Gentle Handling on Depressive-Like Behavior in Adult
Male Mice: Considerations for Human and Rodent Interactions in the
Laboratory
Spangenberg & Keeling 2016 Assessing the welfare of laboratory mice in their home environment +
using animal-based measures — a benchmarking tool
Turner etal 2019 A Review of Pain Assessment Methods in Laboratory Rodents
Vargas etal. 2018 Manjeo de animales del Bioterio de 1a UAM-I
Zheng etal. 2013 Sevoflurane Anesthesia in Pregnant Mice Induces Neurotoxicity in
Fetal and Offspring Mice
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El Capitulo 4 “Criterios de punto final” consta de una recopilacion bibliografica

basada en la eutanasia y la relocalizacion. En la tabla 4 se describe el autor, afio y titulo

de cada documento utilizado en las distintas secciones del Capitulo 4, en relacion con la

frecuencia de su uso.

Tabla 4. Referencias bibliogréficas utilizadas en el Capitulo 4: Criterios de Punto Final.

Autor

Boivin et al.

Canadian Council on Animal Care

Carbone et al.

Hawkins et al.

Leary & American Veterinary Medical
Association

National Research Council of the
National Academies

Valentine et al.

Ano
2017

2019
2012

2016

2020

2011

2012

Titulo del documento

Review of CO2 as a Euthanasia Agent
for Laboratory Rats and Mice

CCAC guidelines: Mice

Assessing Cervical Dislocation as a
Humane Euthanasia Method in Mice

A Good Death? Report of the Second
Newcastle Meeting on Laboratory
Animal Euthanasia

AVMA guidelines for the euthanasia
of animals: 2020 edition
Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals: Eighth Edition
Sedation or Inhalant Anesthesia
before Euthanasia with CO2 Does Not
Reduce Behavioral or Physiologic
Signs of Pain and Stress in Mice

Eutanasia

+

Relocalizacion

Descripcion: En el Capitulo 4 se utilizé un total de 6 fuentes bibliograficas. El simbolo “+”

representa la frecuencia con la que cada autor fue citado.

El desarrollo del Capitulo 4 se llevé a cabo en 2 secciones. En orden

descendente, la cantidad de referencias utilizadas en cada seccion es el siguiente:

Eutanasia, 5 y Relocalizacion, 2. En el Gréfico 5 se detalla la cantidad de referencias

utilizadas en las distintas secciones del Capitulo 4.
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seccion del Capitulo 4.
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DISCUSION
REVISION SISTEMATICA DE INFORMACION

Las fuentes bibliograficas de mayor relevancia en la revisién sistematica fueron
los articulos, debido a que contienen informacién mas actualizada. Las guias, libros y
tesis de pregrado son un complemento relevante para el estudio debido a que recopilan
informacidn generalizada de los ratones BALB/c, en contraste con los articulos que se
enfocan en temas especificos. El capitulo del manual con el mayor nimero de literatura
citada es el Capitulo 2 “Normativa de Manejo”, debido a que es el més relevante para la

elaboracion de un protocolo de manejo estandar.

La revision sistematica de informacion sobre la cepa BALB/c del raton comin
Mus musculus permitié la elaboracion de un protocolo de manejo de esta especie para
experimentacién en laboratorio. Sin embargo, este protocolo de manejo no pudo
contrastarse con las condiciones actuales de manejo de la institucion debido a criterios

de confidencialidad.

En el protocolo de manejo se utilizaron dos fuentes que no se encontraban dentro
del rango de afios descritos en los criterios de inclusién, esta excepcion se da por las
siguientes razones: 1) Suckow et al. (2001) es un libro de referencia para el
mantenimiento de ratones en bioterio y datos como perfil hematico, bioquimica y
parametros fisioldgicos no se han estandarizado en otras fuentes y 2) Reeves (1993)
formuld una dieta estandar para ratones (AIN-93, detallada en el ANEXO 1) la cual
sigue siendo la referencia actual para la elaboracion de alimento comercial para ratones

de laboratorio.

En el Capitulo “Biologia de la especie” los autores mas citados son Suckow et
al. (2001), Vargas et al. (2018) y Phifer-Rixey & Nachamn (2015). La informacién
recopilada de estas fuentes es que la cepa BALB/c es criada endogamicamente, tiene
caracteristicas anatdmicas comunes con los ratones Mus musculus excepto por el
albinismo caracteristico, constantes fisiologicas como T ° (35.5 — 38), FR (60 - 230) y
FC (325-780).

Segun Pessini et al. (2020) esta cepa es ideal para estudios neoplasicos. Otros
autores como M. Fuentes et al. (2008) mencionan los valores estdndar de proteinas
totales (5g/dl), albumina (3.05 g/dl), glucosa (181.8mg/dl), colesterol (95.1mg/dl),
triglicéridos (101.95mg/dl), urea (24.95mg/dl) y creatinina (0.45m/dl). Caligioni (2009),
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Asaba et al. (2014) y Scwiebert (2007) realizan estudios sobre la reproduccion, el ciclo
estral (4 a 5 d), cortejo con vocalizaciones y feromonas, y efectos del macho sobre el
estro de la hembra como el Efecto Bruce, Efecto Lee-Boot y Efecto Whitten. Ademas,
mencionan el caracter timido de los ratones y los comportamientos de mantenimiento,

investigacion e interaccion social

Los autores Pellizon & Ricci (2020), Klurfeld et al. (2021), Reeves (1993),
Farias Santos et al. (2015), Jargensen et al. (2014), Park et al. (2012), y Xu et al. (2013)
mencionan la importancia de mantener una dieta adecuada y el uso de las dietas
purificadas estdndar AIN-93 (ANEXO 1 Y ANEXO 2), con un consumo diario
mencionada por Stetchman et al. (2010) de 12 a 18g por cada 100g de peso. Finalmente,

Santos et al. (2016) estandariza valores celulares normales en estudios de hematologia.

El Capitulo 2 “Normativa de Manejo” presenta las secciones de “Seleccion del
animal”, “Alojamiento”, “Bioseguridad” y “Transporte del Animal”. El proposito de
este capitulo es educar al investigador en torno a los requerimientos fisicos de la cepa
BALB/c, de modo que exista una planificaciéon para la adecuacion del bioterio y
procedimientos previos a la investigacion. Los autores mas citados son Canadian
Council on Animal Care (2019), National Research Council of the National Academies
(2011) y F. Fuentes & Mendoza (2008). Las tres fuentes bibliograficas son guias de
manejo Yy la recopilacion de sus datos fue de importancia para esa revision debido a que
cuentan con especificaciones y recomendaciones en torno al alojamiento, las cuales

pudieron ser comparadas con los articulos cientificos a lo largo de esta seccion.

Arencibia (2010) y Huerkamp & Pullium (2009) mencionan la importancia de
realizar un examen fisico general cuando nuevos animales son introducidos, y aplicar un
protocolo de cuarentena en caso de sospecha de patologias infecciosas previo al
alojamiento. La Secretaria General del Concejo Metropolitano de Quito (2020)
establece las pautas para la adquisicion y registro de animales en uso de
experimentacion en el Distrito Metropolitano de Quito. Los documentos legislativos que
resguarden el bienestar animal en la ciudad de Quito son escasos, lo que puede
comprometer a los organismos modelo como el raton. Pese a que se indique la
infraccién de penalidades en contra de los investigadores que atenten contra la
normativa vigente, en el pais no se ha estudiado la aplicabilidad de esta normativa.
Tampoco hay una regulacion eficiente del bienestar animal en la tenencia para fines de

investigacion cientifica.
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El transporte animal debe realizarse en horas donde la radiacion solar sea baja,
manteniendo una manipulacion minima que no afecte el sistema hipotdlamo-
hipofisiario-adrenal, segun Arencibia (2019) y Olfe et al. (2010). Una vez finalizado el
periodo de cuarentena, F. Fuentes & Mendoza (2008) y Tiupul & Arévalo (2021)
establecen que se debe diferenciar el macroambiente (condiciones de un laboratorio en
la USFQ a T°13,6 y humedad del 73%) del microambiente (jaula y lecho).

La informacion que aportan los autores Gaskill et al. (2012), Gaskill et al. (2013)
y Hess et al. (2008) es que la jaula debe ser rigida, con un area minima de 100cm2 por
ratbn y que cuente con lecho sin polvillo. EI manejo poblacional es estudiado por
Canadian Council on Animal Care (2019), Phifer-Rixey & Nachman (2015), Kallnik et
al. (2007), National Research Council of the National Academies (2011), Panksepp &
Lahvis (2007), Van Loo et al. (2007), Blankenberger et al. (2018), Kercmar et al. (2011)
y Nicholson et al. (2009), determinando que los ratones son animales muy sociales y
deben acomodarse en grupos de 4 a 5 individuos del mismo sexo, con la posibilidad de

relocalizacién debido a agresividad jerarquica.

Con respecto al alimento, por Canadian Council on Animal Care (2019)
recomienda seguir la dieta AIN-93 y dejar la comida y agua ad libidum en
contenedores. Bailoo et al. (2018), National Research Council of the National
Academies (2011), Horizny (2019) y Sztainberg & Chen (2010) basan un buen manejo
en el enriquecimiento ambiental, ya sea fisico o sensorial, disminuyendo asi las

esterotipias, depresion y ansiedad.

La temperatura ideal dentro del microambiente segin Fischer et al., (2018),
Gaskill et al. (2009), Keijer et al. (2019), Gonder & Laber (2007), Rosenbaum et al.
(2009), York et al. (2012), Nicolaus et al. (2016) y Ward et al. (2009)., debe oscilar
entre los 26 y 34°C debido a que temperaturas menores interfieren en la tasa metabdlica.
Debe haber un flujo constante de aire que previene contaminacion ambiental y
mantenga niveles éptimos de humedad, tampoco deben colocarse jaulas por encima de

otras debido a que las jaulas en posiciones bajas concentran mayor humedad.

Fierro (2010), F. Fuentes & Mendoza (2008), Fujioka et al. (2011) y Sherwin
(2007), sugieren que la iluminacion optima es un rango de 13 a 323 luxes a un metro del
piso, para evitar retinopatias, en fotoperiodos de 12 horas. Para finalizar la normativa de

alojamiento, Canadian Council on Animal Care (2019), Rasmussen et al. (2009), Lynch
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et al. (2010), Reynolds et al. (2018) y Weinheimer-Haus et al. (2014), aseguran que el
ruido y vibracién causados por actividades humanas producen estrés y posibles
problemas de reproduccion y comportamiento, por lo que el nivel maximo de decibeles
debe ser de 85 dB y las vibraciones se evitan, a no ser que sean utilizadas de forma

terapéutica.

La bioseguridad se mantiene con cambios rutinarios del lecho y lavados de las
jaulas cada 2 semanas, en base a estudios de Montes G. (2018) y National Research
Council of the National Academies (2011). La medicina preventiva, segun Suckow et
al. (2021) evita la propagacion de enfermedades bacterianas, virales y parasitarias
comunes, descritas por Canadian Council on Animal Care (2019) y Pritchett-Corning et
al. (2009).

El Capitulo 3 “Procedimientos en Fase de Experimentacion” se divide en las
secciones de “Bienestar animal”, “Reconocimiento del dolor y angustia”,
“Manipulacion del animal” y “Anestesia y analgesia”. El propdsito de esta seccion es
que las condiciones de manejo establecidas amparen tanto al bienestar animal como a la
produccion de resultados fiables. Las referencias de AGROCALIDAD (2018) y
Spangenberg & Keeling (2016) fueron las mas citadas, esto debido a que la primera
fuente consta de la normativa de manejo vigente en Ecuador y la segunda fuente es un
articulo cientifico que mide el bienestar animal en base a parametros conductuales.
Ambas fuentes mencionan el concepto de las 3R como una premisa para mejorar las
practicas cientificas. Bailoo et al. (2018), Gaskill, Karas, et al., (2013), Leach et al.
(2008), Leach & Main (2008) y Meagher, 2009), concluyen que el bienestar animal se
evidencia con los comportamientos de anidacion, acicalamiento y socializacion.
Makowska et al. (2019), y Hobbiesiefken et al. (2021) proponen etogramas para ver la
variabilidad conductual de un raton (ANEXO 3).

El reconocimiento del dolor y la angustia segun AGROCALIDAD (2018) es una
funcién de los profesionales encargados de los proyectos de investigacion, pues estan
obligados a velar por el bienestar animal. Las molestias menores, moderadas o severas
propuestas por Fierro (2010) afectan al animal y provocan comportamientos de huida o
retirada, agresion, estereotipias y falta de actividad, descritos por Maschi (2017),
Spangenberg & Keeling (2016) y Turner et al., (2019). La modificacion en las
expresiones faciales es un indicador de dolor segun (Langford et al., 2010).
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La manipulacion del animal debe ser libre de estrés, por lo que F. Fuentes &
Mendoza (2008) y Neely et al. (2018) Unicamente recomiendan la manipulacion por
medio de taneles. Clarkson et al. (2018), Gouveia & Hurst (2019), Hurst & West (2010)
y Vargas et al. (2018) afiaden que el investigador debe tener un acercamiento paulatino

hacia el animal, de modo que se familiarice y la aproximacion sea voluntaria.

Los protocolos de anestesia inyectable e inhalada, analgesia y antibioterapia
quirdargica (ANEXO 5) deben reducir el dolor y brindar relajacion, hipnosis y amnesia,
segun Ewald et al. (2011), Gargiulo et al. (2012), Jonckers et al. (2014) y Zheng et al.
(2013). Previo a la realizacion de estos procedimientos, es importante considerar el

estado reproductivo y fisioldgico del animal.

El Capitulo 4 “Criterios de Punto Final” se organiza en las secciones de
“Eutanasia” y “Relocalizacion”. Este capitulo se redacta con el proposito de asegurar
que el destino del animal, una vez finalizado el estudio, sea el ideal basado en la
normativa de sanidad vigente en el pais. Las fuentes bibliograficas de este capitulo se
utilizaron en igual frecuencia. Los métodos de eutanasia deben asegurar una muerte
libre de estrés, por lo que Hawkins et al. (2016) y Leary & American Veterinary
Medical Association (2020) recomiendan combinaciones de barbitdricos, anestésicos
disociativos y a2-adrenérgicos para el procedimiento. Boivin et al. (2017), Carbone et
al. (2012) y Valentine et al. (2012) complementan esta informacion al sefialar que
métodos fisicos dependen de la capacidad del personal, por lo que no son procesos
ideales. La relocalizacién como mascotas, forraje vivo en zooldgicos o como modelos
de experimentacion depende de las condiciones de salud del animal, y la institucion es
responsable de mantener un seguimiento, afirman Canadian Council on Animal Care
(2019) y National Research Council of the National Academies (2011). Las fuentes con
respecto a la relocalizacion de los animales son limitadas, debido a que la principal

recomendacion posterior al estudio es la eutanasia.

CONCLUSIONES
En conclusion, la redaccion de un protocolo de manejo fue posible gracias a la
revision y sistematizacion de informacion. Los ratones de la cepa BALBI/c, al ser de las
cepas genéricas mas utilizadas en la investigacion actual, cuentan con diversos estudios

que se acoplaron a cada uno de los temas de los capitulos planteados. La literatura
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basada en anatomia, fisiologia y etologia permite satisfacer las necesidades del animal
recreando las condiciones naturales a nivel de laboratorio. Fue posible establecer pautas
para asegurar el bienestar animal y la replicacion de resultados fiables.

Este protocolo de manejo estandar debe ser modificado por el investigador que
lo utilice para que se acople a su estudio. Es indispensable un analisis espacial previo al

estudio, ademas de una planificacion para un manejo 6ptimo de los animales.
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PROTOCOLO DE MANEJO

BIOLOGIA DE LA ESPECIE
HISTORIA NATURAL DE LA CEPA BALB/C

El ratdbn comin es una especie extensamente utilizada como un modelo de
estudio de mamiferos en distintas enfermedades que pueden ser tanto metabdlicas
neuroldgicas, inmunologicas, entre otros. Las lineas genéticas que existen en la
actualidad tienen su origen en 1900. Muchas de estas cepas han sido reproducidas
mediante endogamia y han sido especializadas para distintos tipos de estudios, es decir,
que estos ratones han sido seleccionados o modificados genéticamente para poder
adaptarse a un estudio en especifico. Las cepas actuales derivan de 3 especies de ratones
las cuales son: Mus musculus castaneus, Mus musculus domesticus y Mus musculus
musculus (Phifer-Rixey & Nachman, 2015).

Las cepas de endogamicas -también conocidas como cepas consanguineas,
endocriadas o inbreed strain- son cepas que se obtienen de la cruza entre hermanos y
hermanas por mas de 20 generaciones. Esta reproduccion es sistematica y sin
interrupciones, por lo que las cepas provienen de un Gnico par de progenitores y su
poblacién, como resultado, es homogénea y estable. El fenotipo que presentan es
idéntico entre ellos. La cepa BALB/c de fenotipo albino es utilizada para distintos
modelos de estudios, debido a que tiene una alta produccién de anticuerpos y resistencia
a infecciones. Variables de esta cepa como BALB/c Nude no pueden crear células T,
debido a que no poseen timo. Esta cepa inmunocomprometida se usa como un modelo

de estudio tumoral (Vargas et al., 2018).

El uso de cepas isogénicas de ratones beneficia a la experimentacion debido a
que elimina posible variabilidad genética entre los animales. Los experimentos con
cepas experimentales especificas necesitan menos animales para alcanzar valores
estadisticos reales. La cepa BALB/c presentan una baja incidencia de tumores mamarios
y quistes ovaricos, sin embargo, desarrollan otros tipo de tumores como neoplasias

reticulares, tumores pulmones y renales (Pessini et al., 2020).
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ANATOMIA
Las caracteristicas anatbmicas mas relevantes del ratbn BALB/c incluyen las siguientes,

segun los autores (Suckow et al., 2001; Vargas et al., 2018):

e Formula dentaria (1/1 I, 0/0 C, 0/0 P, 3/3 M) con incisivos en constante
crecimiento, que pueden causar problemas de mala accion si no se
controla.

e Fdrmula vertebral C7, T13, L6, S4, C28. Las costillas craneales, hasta el
par 7 se consideran costillas verdaderas y articulan con el esternén.

e Miembro anterior y posterior con 5 digitos respectivamente.

e Hembra posee 5 pares de pezones en el térax y abdomen.

e Sistema gastrointestinal: consiste de es6fago, estbmago duodeno yeyuno
comay coma ciego, colon y recto. Los ratones no poseen apéndice

e Sistema genitour inario: el macho posee os penis y glandulas
prepuciales. La hembra posee un Gtero con 2 cuernos como y un cuerpo.
El dimorfismo sexual se da por el saco escrotal de los machos.

e Sistema respiratorio: pulmon izquierdo con un I6bulo, pulmén derecho
con cuatro I6bulos (superior, medial, poscaval e inferior).

e Albinismo.

e Largo total entre 130 a 198 mm desde la punta de la nariz a la punta de la
cola. Largo de la cola entre 63 y 102mm.

PARAMETROS FISIOLOGICOS

Los parametros fisioldgicos de los ratones Mus musculus tienden a ser parecidos
entre si, no obstante, es importante considerar que la cepa BALB/c presenta gran
variabilidad dependiendo de las condiciones del lugar de alojamiento, edad, sexo, dieta,
manejo, condiciones sanitarias y ambientales, entre otros. El tiempo promedio de vida
de estos animales es de 2 a 3 afios. Las constantes fisiolégicas se muestran a

continuacion, recopiladas de dos autores (Suckow et al., 2001; Vargas et al., 2018).
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Tabla 5. Parametros fisioldgicos estandar en ratones.

Fuente (Vargas et al., 2018) (Suckow et al., 2001)
Parédmetro Unidad Rango Rango
Temperatura corporal °C 35.5-38 36.5- 38
Frecuencia respiratoria = respiraciones/minuto 60 - 320 80 - 230
Frecuencia cardiaca latidos/minuto 325-780 500 - 600

Descripcion: Tabla comparativa de los autores Vargas et al. (2018) y Suckow et al. (2001) con
respecto a los valores de pardmetros fisioldgicos estdndar como temperatura corporal,

frecuencia cardiaca y frecuencia respiratoria.

Los valores bioquimicos pueden brindar una perspectiva general del estado de
organos como higado, pancreas y rifiones. La siguiente tabla recopila valores de
referencia de ciertos indicadores en plasma sanguineo, segun los autores (M. Fuentes
et al., 2008; Stechman et al., 2010).

Tabla 6. Valores normales en quimica sanguinea de ratones.

Fuente (M. Fuentes et al., 2008) (Stechman et al., 2010)
Parametro Unidad Valor Rango (+/-) Valor Rango (+/-)  Promedio
referencia referencia
Proteinas totales g/dl 4.6 0.7 5.4 1.1 5

Albumina g/dl 2.8 0.9 3.3 1.4 3.05
Glucosa mg/dl 171.6 54.3 192 86 181.8

Colesterol mg/dI 717 12.7 118.5 47.5 95.1
Triglicéridos mg/dl 86.4 32.8 117.5 46.5 101.95
Urea mg/dI 23.4 3.8 26.5 75 24.95
Creatinina mg/dI 0.3 0.1 0.6 0.2 0.45

Descripcion: Tabla comparativa de los autores M. Fuentes et al. (2008) y Stetchamn et al.
(2010) con respecto a los valores en analitos de quimica sanguinea. Contiene un promedio de

valores obtenidos de ambas fuentes.

La orina también es un indicador importante de la correcta funcionalidad del
rifidn y el filtrado glomerular. La orina debe ser incolora o ligeramente amarilla, con
una densidad de 1.030 y pH de 5. Sedimento anormal en la orina o crecimiento
bacteriano son indicadores de posibles infecciones o formaciones de urolitos. El
volumen producido por un raton en un total de 24 horas es entre 0.5 a 2.5 ml (Suckow
etal., 2001).
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CICLO REPRODUCTIVO

La biologia reproductiva del raton favorece a la experimentacion en cepas de
laboratorio. El tiempo de gestacion de los ratones es corto, y comprende un periodo
aproximado de tres semanas. La madurez sexual se alcanza entre las semanas 6 y 8 de
vida. En condiciones de laboratorio, la madurez sexual puede atrasarse si los periodos
de luz y oscuridad no son los adecuados, pudiendo darse entre la semana 9 y 11. Las
hembras pueden reproducirse durante todo el afio si es que las condiciones ambientales
y el suplemento alimenticio es suficiente, mientras que en su estado natural las hembras
se reproducen estacionalmente, teniendo asi crias una o dos veces al afio. EI nimero de
crias promedio que tiene una hembra en cada gestacion es de 10 a 12 crias, las cuales
destetan entre el dia 21 y 28 (Phifer-Rixey & Nachman, 2015; Suckow et al., 2001).

El ciclo estral en los ratones dura de 4 a 5 dias. Este ciclo, como en todos los
mamiferos, depende de la funcion del eje hipotdlamo-hipofisis. En las hembras el
periodo de pubertad empieza debido a un aumento en la secrecion de estradiol, aunque
esto puede ser replicado en laboratorio al inyectar estradiol de forma externa. El pico de
estradiol causa un proceso llamado “vaginal opening”, el cual es un indicador fisico en
los ratones del comienzo de la pubertad mediante el proceso de cornificacion del
epitelio vaginal. Se da diez dias antes de la primera ovulacion y este proceso puede
observarse a simple vista al examinar la vulva a partir de los 26 dias de edad (Caligioni,
2009).

El proceso reproductivo esta estimulado por varios factores. Comenzando por las
feromonas, estos son quimicos que se secretan especialmente en la orina. Las feromonas
de los machos pueden llevar a la sincronizacion de estro en las hembras y acelerar el
proceso de pubertad. Ademas, mediante estas feromonas las hembras pueden detectar el
estatus social del macho, definiendo si es 0 no dominante en base a sus niveles de
agresividad vy territorialidad. La subordinacion social suprime la funcion gonadal en
machos, ya que las feromonas se producen dependiendo del nivel de testosterona y los
machos dominantes tienen mas testosterona que los sumisos. Los machos también
realizan vocalizaciones de cortejo ultrasonicas, cuando se encuentran en presencia de
hembras o cuando detectan feromonas en la orina de hembras en estro. Debido a esto,
las hembras eligen a su pareja en base a estimulos olfatorios y auditivos (Asaba et al.,
2014).
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Los efectos que pueden causar las feromonas en el ciclo reproductivo de las

hembras, segun (Schwiebert, 2007) son los siguientes:

e Efecto Bruce: Cuando una hembra que copula con un macho se aloja con
un macho distinto hasta 24 horas después de la copula, la implantacion se
inhibe hasta en el 30% de los casos. Las hembras vuelven al estro en 4 a
5 dias. Los machos castrados no producen este efecto.

e Efecto Lee-Boot: Cuando se alojan grupos que incluyen 4 o mas
hembras, aumenta la incidencia de pseudogestaciones que duran entre 10
a 13 dias. En grupos de 30 0 més hembras se induce anestro.

e Efecto Whitten: Cuando una hembra se aloja con un grupo de machos
después de haber estado alojada solo con hembras por un periodo largo
de tiempo, esta copula con un macho al tercer dia. En otros casos la

copula se da desde el primer el cuarto dia.

PESO Y NECESIDADES NUTRICIONALES

El peso promedio de un raton al nacimiento es 0.5 a 1.5 gramos. En el caso de
los adultos, las hembras pesan entre 30 y 35 gramos mientras que los machos tienen un
rango de 38 a 42 gramos. La dieta afecta en el fenotipo de los roedores. La variabilidad
de la dieta provoca dificultad en la replicabilidad de los estudios. Es importante que
cuando se quiera reproducir un estudio se tomen en cuenta no solo factores ambientales
sino nutricionales, considerando formulacién completa y compafiia de ser necesario. La
microbiota normal en estos animales depende de factores relacionados a alojamiento,
ambiente, tratamientos previos, procedimientos estresantes, edad, género, pero sobre
todo de la dieta, por lo que es un factor importante (Pellizzon & Ricci, 2020; Phifer-
Rixey & Nachman, 2015; Vargas et al., 2018).

El ratdbn comdn posee una dieta omnivora que incluye granos semillas e incluso
insectos. Los animales de laboratorio han sido adaptados para el manejo experimental
por parte del humano, lo que ha llevado a que su dieta sea mas flexible. El incremento
en el uso de animales de experimentacién llevo a que se establezcan estandares de
nutrientes necesarios para roedores de laboratorio. Actualmente, la dieta estandar es
conocida como AIN-93, con la variante AIN-93G (crecimiento) y AIN-93M
(mantenimiento adulto). Los componentes nutricionales de esta tabla se pueden
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encontrar en el apendice ANEXO 1. La dieta AIN-93 fue formulada hace casi treinta
afnos, por lo que investigadores como (Klurfeld et al., 2021) han mostrado inquietud con
respecto a valores nutricionales especialmente de carbohidratos y grasas. Dicho esto,
existen dietas validas para el mantenimiento de ratones basadas en otros alimentos
(Reeves, 1997).

Las dietas para roedores de modelos de experimentacion pueden ser dietas
basadas en granos o dietas purificadas. Las dietas basadas en granos se forman por la
mezcla de granos de cereal como maiz, avena, soya, entre otros. Estas dietas se
formulan con ingredientes naturales, por lo que en el proceso de manufactura pueden
perderse nutrientes. Ademas estas dietas son mas propensas a los contaminantes
artificales como pesticidas, GMOs, metales pesados y contaminantes naturales como
endotoxinas bacterianas. Las dietas purificadas, por otra parte, cuentan con ingredientes
refinados, es decir que los nutrientes estan bien delimitados. En las dietas purificadas se
encuentra la dieta estandar AIN-93. Las diferentes fuentes nutricionales de estas dos
dietas se encuentran adjuntas en el ANEXO 2. Hay que tomar en cuenta consideraciones
especiales como que dietas altas en grasas pueden producir problemas como esteatosis,
neoplasias, depresién, inmunodeficiencia, angiogénesis y metastasis (Farias Santos
et al., 2015; Jgrgensen et al., 2014; Park et al., 2012; Pellizzon & Ricci, 2020; Xu et al.,
2013).

El consumo promedio de comida en los ratones es de 12 a 18g por cada 100g de
peso corporal al dia, mientras que el consumo de agua es de 15 ml por cada 100g de
peso corporal al dia, considerando una taza metabdlica de 180 a 505 kcal por kg al dia.
Pese a esto, estudios demuestran que el consumo varia dependiendo del sexo del animal.
Segln Stechman (2016), el consumo de alimento en machos es de 7.6 a 14.8 g/100g
peso/dia y el de las hembras es de 12.3 a 17.4 g/100g peso/dia, resultando en un
consumo mayor por parte de las hembras. Del mismo modo, el consumo de agua de los
macho se da entre 8.4 a 15.3 ml/100 g peso/dia, mientras que en las hembras va de 15.2
a 17.5 ml/100 g peso/dia (Stechman et al., 2010; Suckow et al., 2001).

HEMATOLOGIA
La hematologia es el estudio de la sangre y sus componentes celulares, los
cuales incluyen tanto glébulos rojos como glébulos blancos y plaquetas. Los parametros

estdndar se miden en ratones libres de patogenos especificos. En esta seccion se



41

comparan dos fuentes de informacion relacionadas a los valores hematologicos

normales en ratones de la cepa BALB/c.

La primera fuente consta de la investigacion publicada por (Santos et al., 2016),
donde se utilizaron 42 ratones macho adultos de la cepa BALB/c. Estos se colocaron en
jaulas de polipropileno de un tamafio de 30 cm por 20 cm por 30 c¢cm, con un
alimentador de acero inoxidable y agua a su disposicion 2. El tiempo de adaptacion fue
de 14 dias bajo condiciones estandar de 22 a 25 °C de temperatura con edad relativa de
55%, con un ciclo de horas luz y oscuridad 1:1. La dieta proporcionada fue preparada en
a la dieta estdndar AIN-93M (Reeves, 1997) La segunda fuente es un libro de manejo
Ilamado The Laboratory Mice 2da Edicion, escrita por (Suckow et al., 2001). Este es un
manual de manejo para ratones de laboratorio realizado por expertos en el tema. Debido
a que es una recopilacion literaria, no se especifican las condiciones de manejo estandar

relativos a los valores descritos.

A continuacion, se presenta una tabla comparativa con los valores de ambas

fuentes:

Tabla 7. Valores hematoldgicos en ratones.

Fuente (Santos et al., 2016) (Suckow et al., 2001)
Hemograma
Parametro Unidad Valor de Rango Valor de Rango Promedio
referencia (+/-) referencia (+/-)
Hematocrito % 42.6 2.8 41.8 3.3 42.2
Hemoglobina g/dl 134 14 13.6 2.7 13.5
Eritrocitos 1076 8.9 0.9 7.3 2.3 8.1
cellssfmm”3
VGM fL 47.9 3.6 52 4 49.95
CGMH % 31.8 2.5 30.5 4.6 31.15
Reticulocitos % 3.8 0.2 NA NA 3.8
Leucocitos 1073 cells/p 2.6 0.9 8.9 5.9 5.75
Plaquetas 1073 cells/p 602 121 1538 456 1070
Diferencial: Glébulos blancos
Neutrofilos 10”73 cells/p 21.6 1.7 1.3 0.87 11.45
segmentados
Neutrofilos en 10”3 cells/p 0.9 0.2 NA NA 0.9
banda
Linfocitos 1073 cells/p 4.8 0.9 7.2 4 6
Monocitos y 1073 cells/p 0.4 0.1 18 14 1.1

macrofagos
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Eosinofilos 10”3 cells/p 0.9 0.2 0.2 0.2
Basofilos 10”73 cells/p 1.3 0.3 0 0

Megacariocitos = 1073 cells/p 0.3 0.1 NA NA

Plasmocitos 1073 cells/p 0.2 0.1 NA NA

Descripcion: Tabla comparativa de los autores Santos et al. (2017) y Suckow et al. (2001) con
respecto a los valores hematoldgicos en ratones. Promedio de valores obtenidos de ambas

fuentes.

ETOLOGIA

Los ratones son animales timidos pero presentan una estructura social. Un factor
importante para ellos es el contacto con otras especies debido a que alojamientos que
solo tienen ratones en la cercania pueden presentar mas agresividad. Los ratones de
laboratorio tienen periodos de actividad tanto en el dia como en la noche, contrario a los
ratones salvajes, los cuales son nocturnos. Entre las actividades mas comunes que
realizan los ratones se encuentran comportamientos de mantenimiento, investigacion o
exploracion e interacciones sociales. ElI comportamiento de mantenimiento son
actividades que realiza el raton para su cuidado personal e incluye alimentacion,
hidratacién, aseo y anidado. ElI comportamiento de exploracion es determinado por el
tipo de alojamiento y el enriquecimiento ambiental del mismo, provocando actividades
como escalar, olfatear, roer y escarbar. Las interacciones sociales pueden aumentar o
disminuir dependiendo de los otros animales dentro del alojamiento, logrando
actividades como el aseo comunal, marcaje territorial, comportamiento sexual, defensa

0 agresion (Schwiebert, 2007).

La estructura social de los ratones es variable. En la naturaleza, la colonia puede
formarse por varias hembras adultas y juveniles con un solo macho, pueden verse
grupos sociales con alta densidad poblacional que incluye juveniles y adultos tanto de
hembras como de machos o pueden verse adultos gregarios Los machos pueden llegar a
ser territoriales mientras que las hembras pueden reproducirse con varios machos. Las
hembras tienden a vivir en grupos familiares extensos y pueden formar nidos comunales

y cuidar a las crias de en conjunto con otras hembras (Phifer-Rixey & Nachman, 2015).

0.55
0.65
0.3
0.2
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NORMATIVA DE MANEJO

SELECCION DEL ANIMAL
ADMISION DE NUEVOS ANIMALES Y CUARENTENA

Al ingresar nuevos animales a las instalaciones donde se lleva a cabo la
experimentacion se deber tener precauciones, normalmente mediadas bajo un médico
veterinario. Cuando los animales llegan, se debe realizar un conteo y sexado de los
animales para verificar que las caracteristicas coincidan con los criterios de compra del
investigador. Se prosigue realizando un chequeo clinico general para poder descartar
patologias reconocibles a simple vista como ectoparasitos, alopecia, malformaciones,
ausencia de reflejos, entre otros. Es recomendable primero manejar a los machos y
posteriormente a las hembras debido a que los machos tienden a mostrar mas signos de
agresividad por estrés en un tiempo prolongado de transporte (Arencibia, 2010). Los
animales deben pesarse e identificarse. La Ordenanza Metropolitana N.019 (Secretaria
General del Concejo Metropolitano De Quito, 2020) establece que los animales
utilizados con fines de investigacion cientifica deben ser registrados, identificados y
codificados en el Registro Metropolitano de Fauna Urbana o0 REMETFU y pueden ser

adquiridos Unicamente mediante distribuidores certificados.

Los periodos de cuarentena evitan la propagacion de enfermedades hacia los
individuos sanos. Cuando se sospecha de una enfermedad infecciosa, la cuarentena en
promedio debe durar de 7 a 15 dias. Los roedores son especialmente susceptibles a
contraer parvovirus murino y hepatitis viral murina en las instituciones experimentales
La indicacién en vaso de enfermedad viral es realizar examenes seroldgicos especificas
a la enfermedad para comprobar que es un caso positivo. De ser asi, el personal
encargado de los animales debe tener precaucion una vez el animal este en cuarentena,
debido a que puede contaminar alojamientos con animales sanos. Debido a esto, los
animales en cuarentena se manejan al final. Los animales que no pueden recuperarse
deben ser eliminados e inmediatamente deben desinfectarse los espacios donde el
animal se haya encontrado. La transmision de estas enfermedades debe evitarse
asignando solo a una persona (0 grupo de personas) para la manipulacion de los
animales en el bioterio. El bioterio debe estar protegido para evitar el ingreso de
animales, como roedores silvestres, dentro de las instalaciones (Arencibia, 2010;
Huerkamp & Pullium, 2009).
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TRANSPORTE ANIMAL

El transporte de los animales debe realizarse en horas no muy transitadas para
evitar un tiempo excesivo en el medio de movilizacion, recomendado entre las 10 y 11
am de la mafiana 0 6 y 7 pm de la noche. De preferencia, el transporte se realiza en dias
con soleados debido a que esto ayuda a mantener la temperatura corporal del animal
durante el transporte. La velocidad del vehiculo, de ser utilizado, debe ser de
aproximadamente 60 km/h. El alojamiento de los animales debe estar preparado
previamente, de modo que la recepcion sea rapida y la manipulacion minima. El
transporte también puede realizarse entre las instalaciones de investigacion, dentro de la
misma jaula del animal. Este proceso causa estrés en el animal, activando el sistema
hipotdlamo-hipofisiario-adrenal lo que provoca un aumento en los niveles de
glucocorticoides por al menos 24 horas y reduciendo la cantidad de linfocitos
circulantes, factores que pueden ser relevantes en investigaciones afines (Arencibia,
2010; Olfe et al., 2010).

ALOJAMIENTO
MICROAMBIENTE Y MACROAMBIENTE

El microambiente es el ambiente que rodea de forma directa al raton. En un
alojamiento cerrado este consta de la jaula, el lecho de la cama, el alimento y agua
proporcionados y los desechos del animal. Un microambiente ideal debe cumplir con las
necesidades fisioldgicas del animal, asegurando una buena nutricién, estado de salud y
comportamiento normal. EI macroambiente es el espacio donde se encuentra el
microambiente. En el caso de este estudio, el macroambiente es el bioterio donde se
encuentran los alojamientos de los ratones. El anuario meteorologico de la Escuela
Superior Politécnica de Chimborazo establece que en el afio 2021 la temperatura
promedio en la ciudad de Quito, ciudad donde se establece la Universidad San
Francisco, fue de 13.4°C, con un rango de 2.6 a 23.7°C. La humedad media relativa es
de 73.0%, con un rango de 27.3 a 97.3%. Valores adicionales como el nivel de
precipitacion o el viento no se toman en cuenta considerando que el bioterio es un
ambiente cerrado (F. Fuentes & Mendoza, 2008; Tiupul & Arévalo, 2021).
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HABITAT

Los ratones deben alojarse en jaulas que faciliten su control. Es recomendado
utilizar material transparente como plastico que facilite la visualizacion o metal. Las
tapas deben ser de acero inoxidable para que el animal no pueda roerlas. ElI material
debe resistir los lavados y esterilizaciones. La vivienda debe tener minimo 12.7 cm de
alto de modo que los animales lo escalen hacia las tapas. El espacio debe ser cerrado,
con suficiente ventilacion y fécil limpieza. Evitar estructuras que puedan lastimar al
animal como bordes puntiagudos. El suministro de agua y alimento debe ser de facil
acceso. Las areas de la vivienda necesarias para cumplir los requerimientos sociales del

animal son: descanso, refugio, nido y desechos (F. Fuentes & Mendoza, 2008).

La superficie minima que necesita un raton dentro del alojamiento es de 100
cm2. No obstante, es recomendado que el tamafio minimo de la jaula sea de 330 cm2,
debido a que areas menores pueden inducir problemas como depresién y ansiedad en el
animal. Esto implica que una jaula de 300cm2 puede alojar entre 1 a 3 animales, y hay
que adicionar 100cm2 por cada animal introducido. Un grupo estandar de ratones tiene
entre 4 y 5 animales por alojamiento, debido a que grupos muy grandes pueden

presentar mayores niveles de agresion (Canadian Council on Animal Care, 2019).

El piso debe ser rigido y contener material necesario para la anidacién. Los
ratones realizan nidos en forma de domos en donde pueden descansar, o en caso de las
hembras, cuidar a sus crias. Usar material para la anidacion previene la pérdida de calor
por radiacion en los ratones. Entre el material mas usado estdn las tiras de papel,
pafiuelos, algodén comprimido, viruta de madera y demas. El lecho no debe generar
polvillo que pueda causar alergias o intoxicaciones y la capacidad de absorcion del
material debe ser buena. Un problema comun es el goteo de agua desde los bebederos
hacia el sustrato, lo cual se evita al mantener una distancia adecuada entre ambos. La
preferencia de los ratones, segiin Hess, et al., son las tiras de papel. Esto debido a que
permite la creacién de un nido mas complejo que presente mas niveles de organizacion.
Adicionalmente, este es el material menos costoso. El lecho debe contar minimo con 6
gramos de material para anidacion por animal(Gaskill etal., 2012; Gaskill, Gordon,
et al., 2013; Hess et al., 2008).

MANEJO POBLACIONAL
El nimero de animales que habita cada jaula esta determinado por el tamafio de

los animales. El animal debe poder expresar un comportamiento normal, lo que implica
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facilidad de movimiento, postura y comportamiento social. EI manejo poblacional
también esta determinado por la edad y el estado reproductivo. Las crias de los ratones
deben permanecer con la madre hasta el destete y luego deben relocalizarse. En el caso
de la reproduccion, una pareja reproductora debe colocarse sola en una jaula para
minimizar comportamientos agresivos, especialmente entre los machos. Otra alternativa
es colocar a un macho con dos hembras para mejorar las posibilidades de cruce.
(Canadian Council on Animal Care, 2019; Phifer-Rixey & Nachman, 2015)

Los ratones son animales sociales. El contacto social en los ratones es una
recompensa que forma parte del enriquecimiento ambiental. Los machos y las hembras
deben establecer niveles sociales de dominancia dentro de la manada, de modo que se
cumplan las necesidades sociales, afiliativas y sexuales. Adicionalmente, permanecer en
grupos es beneficioso para la recuperacion post-operatoria, pues los ratones del
alojamiento incentivan la actividad fisica y el consumo de alimento y agua. Los
alojamientos individuales pueden aumentar los niveles basales de ansiedad en los
animales debido a la atenuacion de estimulos externos. Los animales exceptos del
alojamiento social son aquellos con comportamientos recurrentes de agresion, en
periodos post-quirurgicos inmediatos (mientras tengan aun suturas) y con patologias
infecciosas (Kallnik et al., 2007; National Research Council of the National Academies,
2011; Panksepp & Lahvis, 2007; Van Loo et al., 2007).

Los ratones de manera estandar se acomodan en grupos de 4 a 5 animales. Estos
grupos deben formarse con ratones del mismo sexo Unicamente, de modo que se eviten
cruces indeseados y pueda mantenerse un registro reproductivo. En estos grupos puede
haber agresion si los ratones adultos provienen de diferentes camadas. Puede
identificarse al ratdn que perpetua la agresion debido a que este animal no tendra
heridas fisicas, normalmente es un macho dominante. Para evitar estas agresiones es
recomendable que el agresor sea relocalizado y el grupo restante se divida en grupos de
2 0 3 animales. Los ratones también pueden ser localizados individualmente, sin
embargo esto puede afectar su bienestar psicolégico y causar problemas inmunolégicos
que afectan a la investigacion. El aislamiento deteriora la capacidad de reconocimiento
social del animal y aumenta sus niveles de estrés, especialmente en juveniles. Puede
incrementarse la densidad poblacional en un 30 a 50% sin afectar el bienestar del
animal, siempre y cuando aumente también el area del alojamiento (Blankenberger
et al., 2018; Kercmar et al., 2011; Nicholson et al., 2009).
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AGUA 'Y ALIMENTO

El alimento comercial en forma de pellet es la mejor opcion para el
mantenimiento de animales de laboratorio debido a que las formulas estan disefiadas en
base a dietas estandar como la AIN-93. El alimento y el agua deben suministrarse
libremente dentro del alojamiento, de modo que los ratones lo consuman a voluntad
cuando lo necesiten. El agua debe ser potable, se coloca en bebederos para roedores y se
cambia por lo menos una vez cada dos dias. El alimento debe ser palatable, con una
fecha de elaboracién y caducidad, especifico para las necesidades nutricionales de la
especie y de consistencia adecuada. El alimento se coloca en contenedores por encima
del lecho y la cantidad dependera del nimero de ratones alojados, siguiendo las pautas
mencionadas el Capitulo 1, seccién de Peso y Necesidades Nutricionales. No se debe
esparcir alimento sobre el lecho debido a que es mas propenso a la contaminacion,
excepto cuando el animal este debilitado o con limitaciones de movimiento. En caso de
cambiar el alimento, debe realizarse una transicién progresiva para que el ratén se
aclimate al cambio y se debe monitorear el consumo(Canadian Council on Animal Care,
2019).

ENRIQUECIMIENTO AMBIENTAL

El enriquecimiento ambiental se basa en la mejora de las condiciones fisicas,
sociales, nutricionales y sensoriales del animal. Asegurar el bienestar animal implica
gue haya una constante estimulacion para la neurogénesis del animal. La estimulacion
motora y sensitiva a través de estructuras y recursos ayuda a que el animal exprese su
comportamiento normal, promueve el bienestar psicologico y cognitivo, y mantiene el
estado corporal del animal fomentando el ejercicio. Si los animales no se sienten
comodos en su grupo social pueden rechazar el enriquecimiento, por lo que un estricto
control poblacional es fundamental. El enriquecimiento ambiental reduce los
comportamientos estereotipicos, niveles de ansiedad y estrés fisiologico (Bailoo et al.,
2018; National Research Council of the National Academies, 2011).

Los animales deben percibir que tienen control sobre su espacio de vivienda, por
lo que brindar material de anidacion y estructuras de refugio reducen los niveles de
estrés. Es recomendable la colocacidn de accesorios recreacionales como ruedas para
hamster, tlneles, resbaladeras, plataformas, entre otros. Es importante considerar que si
se usa accesorios recreacionales, estos deben ser reacomodados dentro del ambiente

paulatinamente, de modo que los ratones no se acostumbren a un orden especifico y
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estos objetos sigan siendo interesantes para los animales. Estos objetos deben ser
limpiados junto con la jaula, y si el material es de ciertos plasticos puede esterilizarse.
Debe implementarse también material para roer, como palos de madera o huesos de
nylon, debido a que los incisivos de los ratones tienen la raiz abierta, es decir que estan
en constante crecimiento lo que puede llevar a problemas de maloclusién (Horizny,
2019; Sztainberg & Chen, 2010).

TEMPERATURA, HUMEDAD Y VENTILACION

La temperatura del alojamiento puede tener un gran impacto en los resultados de
los experimentos y su posible réplica habilidad en estudios humanos. Los ratones de
laboratorio que se exponen a condiciones menores a 20 °C presentan estrés por frio. La
temperatura estdndar del alojamiento de los ratones se encuentra en un rango de 20 a 24
°C. No obstante, al realizar estudios con gradientes de temperatura se ha observado que
la zona termoneutral de los ratones, en otras palabras el rango de temperatura ambiental
en la cual el ratbn mantiene su temperatura corporal, se encuentra entre 26 a 34°C. Del
mismo modo, estudios demuestran que los ratones prefieren las temperaturas en rangos
de 26 a 29 °C. Los ratones de la cepa BALB/c podrian preferir temperaturas cercanas al
rango superior debido al color de su pelaje. Los animales de mayor edad y peso corporal

pueden verse menos afectados por temperaturas bajas (Gaskill et al., 2009).

El ndmero de animales en cada alojamiento y el material utilizado en la
animacion pueden afectar a la temperatura preferida por el animal y su tasa metabdlica.
Los animales que se usan en estudios que replican la fisiologia del humano deben
mantenerse a temperaturas de entre 28 y 30° centigrados, ya que en este rango el raton
tiene un gasto energético que es entre 1.6 y 1.8 veces mayor a la tasa metabdlica basal,
lo cual simula el gasto energético de un humano promedio. Un mayor gasto energético
no implica que el animal pueda tolerar temperaturas menores a las de la zona
termoneutral (Fischer et al., 2018; Gaskill et al., 2009; Keijer et al., 2019).

La humedad relativa necesaria es de 45 a 65 %. La variacion de la humedad
relativa altera los gases y particulas, especialmente del microambiente. Debe
mantenerse una especial precaucion en torno a los niveles de amonio y didxido de
carbono. Para asegurar el cumplimiento de este rango es importante tener un protocolo

de alojamiento de animales para evitar la sobrepoblacion dentro de una jaula, y cambiar
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con frecuencia el sustrato de cama. ElI volumen del sustrato es directamente
proporcional al porcentaje de humedad en el microambiente. Pueden implementarse
sistemas de ventilacién como Individually Ventilated Caging (IVVC), los cuales ayudan a
mantener la humedad relativa dentro de cada jaula y previenen la difusion de patdgenos
entre colonias, pero segun York (2012), ademas del costo elevado, pueden producir
hipoxia y cambios comportamentales en los ratones. El flujo de aire del bioterio debe
provenir desde el exterior, mediante un sistema de filtracion y extraccion de
aire.(Gonder & Laber, 2007; Rosenbaum et al., 2009; York et al., 2012)

El metabolismo del agua en los ratones debe equilibrarse mediante el consumo y
pérdida de agua. La pérdida de agua puede darse de gorma sensible mediante la
produccién de orina o de forma insensible mediante el sistema respiratorio y
tegumentario. Cuando los ratones necesitan mantenerse hidratados en temperaturas
elevadas pierden calor por medio de la evaporacién, esto provoca los aumentos de
humedad en el microambiente. Dependiendo de la posicion de la jaula el porcentaje de
humedad puede variar, cuando las jaulas se colocan en columnas. Las jaulas situadas en
la parte méas baja pueden alcanzar hasta un 10% mas de humedad que las jaulas en la
cima. Es relevante considerar que el microambiente puede llegar a ser entre 10 a 20%
mas himedo que el microambiente (Nicolaus et al., 2016; Ward et al., 2009).

ILUMINACION

La exposicion a la luz contribuye al bienestar animal. La iluminacion debe
distribuirse a través de los alojamientos de forma equitativa, por lo que hay que tener
precaucion con alojamientos en zonas bajas. La luz, ademas, debe ser suficiente para
que el investigador vea de manera adecuada. Los ratones albinos de la cepa BALB/c son
mas sensibles a retinopatias y patologias cutaneas si la luz utilizada no es la adecuada.
La intensidad de la luz debe permanecer en un rango de 130 a 323 luxes a un metro del
piso. Considerando que los ratones jovenes prefieren iluminaciones mas bajas que los
adultos, es recomendable que cuando haya crias estas sean trasladadas a una zona con
menor intensidad de luz (Fierro, 2010; F. Fuentes & Mendoza, 2008).

La luz provista en el bioterio animal debe ser artificial. La iluminacién
fluorescente tiene un parpadeo imperceptible para los humanos pero afecta a los ratones,
debido a que perciben que la luz se enciende y apaga constantemente. Ademas este tipo
de luz puede emitir radiacion ultravioleta, aunque en bajas cantidades, puede incomodar

visualmente al animal. La investigacion realizada por Sherwin, C. (2007) sugiere que
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los ratones prefieren la luz incandescente. Es importante que la iluminacién este acorde
al ciclo circadiano del ratén, por lo que los periodos de luz y oscuridad deben ser de 12
horas respectivamente. Cambios en la ciclicidad de la luz producen dafio en el sistema
hipocampal, por lo que los ratones desarrollan problemas de memoria y aprendizaje.
Igualmente, la alteracion del suefio predispone a la obesidad y desarrollo de cancer

mamario en ratones(Fujioka et al., 2011; Sherwin, 2007).

RUIDO Y VIBRACION

El ruido presente en el bioterio animal proviene principalmente de actividades
humanas. Los ratones son mas sensibles a los sonidos que los humanos, percibiendo
intensidades entre 2,300 y 85.000 Hz a 60 decibeles. Deben identificarse fuentes de
ruido innecesarias y erradicarse. Los ratones pueden percibir también ultrasonidos y lo
usan como un medio de comunicacion. Las fuentes adicionales de ultrasonidos, como
computadoras y llaves de agua, pueden perjudicar a los ratones induciendo episodios
convulsivos y pérdida de audicion progresiva. Dentro del bioterio el nivel maximo de
decibeles debe ser de 85 dB, y se debe evadir el uso de aparatos electronicos dentro de
la instalacion. Decibeles elevados producen una disminucién de la eficiencia

reproductiva (Canadian Council on Animal Care, 2019; Rasmussen et al., 2009).

La vibracién indeseada puede causar efectos adversos en los ratones. La
vibracion dentro del bioterio se da por fuentes mecanicas como los sistemas de
ventilacion, del mismo modo, pueden percibirse vibraciones externas como aquellas
causadas por procesos de construccion. Si hay una exposicién constante a estas
vibraciones los ratones pueden desarrollar problemas de estrés que afecten a la
reproduccion, comportamiento social y sistema cardiovascular. No obstante, la
vibracién puede usarse como un tratamiento terapéutico. Las terapias con vibraciones de
baja densidad, también conocidas como Whole-Body Vibration estimulan la formacién
de superficies endocorticales, volumen 6seo, angionenesis, cicatrizacion y demas. Estas
terapias se realizan con vibraciones de baja frecuencia, entre 30 a 90 Hz y tienen un
especial potencial en la cepa BALB/c, debido a que es la cepa de ratdbn con mejor
respuesta a estos tratamientos (Lynch et al., 2010; Reynolds et al., 2018; Weinheimer-
Haus et al., 2014).
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BIOSEGURIDAD
SANIDAD E HIGIENE

El mantenimiento de la higiene dentro del alojamiento es importante debido a
que previene la propagacion de enfermedades. Hay que realizar un cambio rutinario del
material de anidacion, posterior a un lavado y desinfeccion de la jaula para la
eliminacion de desechos animales. No debe utilizarse desinfectantes con olores fuertes
que puedan ser irritantes para el animal. La frecuencia con la que se limpia puede variar
dependiendo de factores como la humedad, el tipo de material, percepcidén de amoniaco
en el ambiente y el estado del animal. Sin embargo, es recomendable que el tiempo
entre cada limpieza no supere las 2 semanas. Durante los primeros dias post-parto de
una hembra, no se debe realizar la limpieza del alojamiento debido a que puede afectar a
las crias. De ser estrictamente necesario, puede cambiarse Unicamente el material
alrededor del nido. Los ratones se acicalan, por lo que los bafios solo se realizan en
casos puntuales debido a que el jabdn puede alterar el pH de la piel. El laboratorio o
bioterio donde estén localizados los alojamientos también debe ser desinfectado
regularmente (Montes Garcia, 2018; National Research Council of the National
Academies, 2011).

CONTROL DE PATOLOGIAS

Los ratones deben tener un monitoreo de salud periddico para asi evitar la
propagacién de enfermedades infecciosas. Las poblaciones de laboratorio son mas
propensas a la presentacion de enfermedades si las condiciones de alojamiento son
inadecuadas. Los agentes que provocan enfermedades infeccionas con mayor
prevalencia en los ratones son virales como norovirus, parvovirus, hepatitis viral
murina, rotavirus, encefalomielitis viral murina (Theiler); bacterianas como
Helicobacter spp. Pasteurella pneumotropica; y parasitarias como nematodos
oxiuridos. En el caso de un brote infeccioso, se deben aplicar protocolos de cuarentena
y tratamientos especificos para cada caso. En caso de que un animal fallezca o deba ser
eutanasiado, es optimo realizar una contencion adecuada del cadaver y una posterior
descontaminacion del alojamiento previo. Actualmente no existen protocolos de
vacunacion en ratones(Canadian Council on Animal Care, 2019; Pritchett-Corning
et al., 2009).
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La medicina preventiva es fundamental para evitar brotes patologicos. La
examinacion fisica en los ratones de manera general se realiza en el siguiente orden,

segun (Suckow et al., 2001):

1. Monitoreo a distancia del comportamiento del animal en su alojamiento.

2. Toma de frecuencias fisioldgicas como temperatura, frecuencia cardiaca
y frecuencia respiratoria.

3. Examinacion general de pelaje, piel, y posibles heridas.

4. Condicion corporal.

5. Examinacién de secreciones o anomalias en o0jos, nariz, orejas.
Observacion de boca y dentadura.

6. Palpacion de miembros anteriores, miembros posteriores y cola.

7. Palpacion toracica y abdominal.

8. Examinacién de secreciones o anomalias en zona perineal.

PROCEDIMIENTOS EN FASE DE EXPERIMENTACION
BIENESTAR ANIMAL

Los ratones que cumplen la funcién de organismo modelo experimental deben
ser tratados bajo normas éticas de bienestar animal. La Agencia de Regulacion y
Control Fito y Zoosanitaio del Ecuador establecid bajo la resolucion XX que en el pais
se deben “establecer criterios uniformes que permitan regular eficientemente la
operacion de las actividades relacionadas con la produccién, cuidado, manejo y uso de
animales en investigacion cientifica, a fin de favorecer el bienestar de éstos, protegiendo
al mismo tiempo su salud” (AGROCALIDAD, 2018). Bajo esta premisa, el concepto de
las 3R (remplazar, refinar y reducir) se utiliza para mejorar las practicas cientificas y

minimizar el potencial sufrimiento animal (Spangenberg & Keeling, 2016).

El bienestar animal puede -evidenciarse cuando el animal expresa su
comportamiento normal. Los comportamientos mas comunes son la anidacion y el
acicalamiento propio y social. Asegurar el bienestar animal implica un manejo
apropiado del ambiente. Factores como el enriquecimiento ambiental, la provision de
agua y alimento, material de anidacion, manejo poblacional y condiciones ambientales
son esenciales. EI comportamiento del animal asociado a tales factores puede evaluarse
mediante indicadores psicol6gicos y comportamentales, como un etograma. El etograma

indica la frecuencia de los comportamientos especificos de un organismo dentro de su
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medio (Bailoo et al., 2018; Gaskill, Karas, et al., 2013; Leach etal., 2008; Leach &
Main, 2008; Meagher, 2009). En base a los estudios de (Makowska etal., 2019) y
(Hobbiesiefken et al., 2021), en el ANEXO 3 se adjunta un etograma especifico para

ratones en condiciones de laboratorio.

RECONOCIMIENTO DEL DOLOR Y ANGUSTIA

El dolor y la angustia pueden evaluarse mediante el estado fisico, el estado
psicoldgico y el estado fisioldgico del animal. El estado fisico permite la observacion a
simple vista de condiciones como la postura del cuerpo, el pelaje, condicion corporal,
marcha y bruxismo. Las expresiones faciales de los ratones también son un indicador de
dolor, segln la Escala de Grimace, adjunta en el ANEXO 4 ((Langford et al., 2010). El
estado psicoldgico puede ser monitoreado mediante el cambio de los comportamientos
normales del animal, pudiendo aumentar los niveles de agresion, comportamientos de
huida o retirada, estereotipias, cambios en el uso del enriquecimiento y “barbering”,
cuando los animales extirpan pelo o bigotes a si mismos u otros. El estado fisioldgico
puede medir a nivel cuantitativo los niveles de estrés o angustia. Algunos parametros
que pueden sugerir estrés en el animal son aumento de la frecuencia cardiaca y
respiratoria, niveles elevados de hormonas como corticoesteroides. Es importante
realizar una observacion constante de los ratones antes y después de procedimientos
dolorosos para poder detectar si el tratamiento y/o cuidados deben ser revisados
(Maschi, 2017; Spangenberg & Keeling, 2016; Turner et al., 2019).

Durante la fase experimental pueden generarse molestias para el animal, pero
que son necesarias para la obtencion de resultados. No todas las molestias son
permitidas debido a que la Ley Organica de Bienestar Animal en Ecuador establece que:
“la funcion de un profesional en proyectos de investigacion cientifica con animales es
asegurarse que el disefio y la implementacion de los protocolos estén acordes con
criterios éticos y cientificos.” Las molestias menores son la toma de muestras
sanguineas o de flujo vaginal, administracion de medicamentos, experimentos
terminales bajo anestesia, vacunacion y toma de radiografias en animales no
anestesiados. Las molestias moderadas son toma frecuente de muestras sanguineas,
inmovilizacion o uso de yesos, cesareas, trasplantes de piel y recuperacion de
procedimientos con anestesia general. Las molestias severas son privacion prolongada
de comida y agua, induccion de infecciones experimentales o defectos genéticos, y
hemorragia sin sedacion (AGROCALIDAD, 2018; Fierro, 2010).
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MANIPULACION DEL ANIMAL

La manipulacién de un animal durante la fase experimental es un proceso
inevitable, que puede inducir estrés en el animal. El tipo de manipulacion influye en el
nivel de confianza del animal hacia el investigador, de modo que si la manipulacién es
incbmoda para el animal el procedimiento se dificulta. Cuando los animales son
habituados a la manipulacion desde una edad joven, hay efectos comportamentales
positivos como aumento de la memoria especial y reduccién en el nivel de estrés,
estudiado mediante la reduccion de llamados de estrés durante las inyecciones y el
aumento en vocalizaciones ultrasénicas positivas. Una manipulacion gentil previene
estadios de depresion en ratones. Los métodos de manipulacion se utilizan
principalmente para la administracion de farmacos. Las vias designadas para esto son la
via oral, intraperitoneal, subcutanea en la piel del cuello, e intravenosa en la cola (F.
Fuentes & Mendoza, 2008; Neely et al., 2018).

Actualmente se han descrito tres métodos de manipulacion en los ratones de
laboratorio. EI método mas utilizado consiste en la sujecion del animal desde la base
proximal de la cola, colocandola entre los dedos anular y mefiiqgue de modo que el
indice y el pulgar realicen una sujecion de la piel del cuello, evitando que el raton pueda
rotar la cabeza y morder al investigador. Esta manipulacion se utiliza para inspeccion
abdominal y para inoculacion (agujas calibre 21 a 25), pudiendo apoyar al animal sobre
la base de la mano. No obstante, esta técnica puede causar aversion hacia el
investigador, aumentar los niveles de ansiedad, inducir miccion y defecacion como
mecanismos de defensa y disminuir el hedonismo provocando estados depresivos en el
animal. Las alternativas para este método son la manipulacion con el uso de taneles, o la
manipulacion a mano abierta por aproximacién voluntaria, los cuales tienen excelentes
resultados especialmente en las cepas BALB/c. Estas aproximaciones reducen los
niveles de ansiedad en el animal, producen mas aceptacién hacia la manipulacion y
mejoran la confianza del animal hacia el investigador. La familiarizacién con estos
métodos se realiza repitiendo la técnica por cinco dias continuos (Clarkson et al., 2018;
Gouveia & Hurst, 2019; Hurst & West, 2010; Vargas et al., 2018).

ANESTESIA'Y ANALGESIA
La anestesia y analgesia son importantes para llevar a cabo procedimientos en la
fase experimental. La analgesia reduce el dolor intra o post operatorio, mientras que los

protocolos de anestesia brindan relajacion, hipnosis y amnesia. Estos protocolos deben
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ser optimizados de modo que el animal pueda sobrevivir al procedimiento. Para esto, es
importante un monitoreo constante de signos vitales como frecuencia respiratoria,
frecuencia cardiaca, niveles de oxigenacion en sangre y distension vascular, en base a
los parametros mencionados en el Capitulo 1. Durante una anestesia muy profunda los
ratones bajan su frecuencia respiratoria a >50 respiraciones por minuto, mientras que
una anestesia muy ligera aumenta la frecuencia a >70 respiraciones por minuto.
Adicionalmente, reflejos como el corneal y deglutorio funcionan como indicadores
anestésicos. Durante estos protocolos, el animal debe compensar la perdida de fluidos
con una infusion constante de fluidoterapia, y la perdida de calor con compresas o
placas calefactoras. Los protocolos anestésicos recomendados para ratones de
laboratorio se encuentran adjuntos en el apartado ANEXO 5, no obstante, estos deben
ser ajustados en base a la respuesta individual del raton. Anestésicos inhalatorios como
el sevofluorano pueden causar neurotoxicidad fetal por lo que su uso no es
recomendado en hembras gestantes (Ewald et al., 2011; Gargiulo et al., 2012; Jonckers
et al., 2014; Zheng et al., 2013).

CRITERIOS DE PUNTO FINAL
EUTANASIA

Los métodos de eutanasia deben asegurar una reduccion en el estrés del animal
de modo que su muerte sea tranquila. Actividades como el transporte y manipulacion
del animal previa a la eutanasia deben ser reducidas, debido a que son condiciones
estresantes para los ratones. El animal debe estar aislado de estimulos olfatorios o
auditivos que puedan producir respuestas negativas, como vocalizaciones y feromonas.
Los métodos mas aceptados en los ratones son el uso de barbitdricos, como el
pentobarbital, en dosis tres veces mayores a la dosis anestésica; y el uso de
combinaciones de agentes disociativos como la ketamina, en combinacién con a2-
adrenergicos como la xylacina o benzodiacepinas como el diazepam (Hawkins et al.,
2016; Leary & American Veterinary Medical Association, 2020).

Otros métodos de eutanasia pueden atentar contra el bienestar del animal si el
manejo es inadecuado. La inhalacion de dioxido de carbono, monédxido de carbono,
oxido nitroso o anestésicos halogenados es aceptable mientras se encapsule al animal y
se mantenga un flujo adecuado con respecto al volumen de la capsula. Métodos fisicos

como la dislocacion cervical y la decapitacion deben realizarse por medio de personal
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capacitado de modo que la eutanasia sea eficaz, siempre con una anestesia previa y
Unicamente en casos donde otros métodos sean imposibles de realizar o en neonatos. Al
finalizar la eutanasia, los animales deben ser desechados segun las regulaciones locales
con respecto a material biologico (Boivin et al., 2017; Carbone et al., 2012; Valentine
etal., 2012).

RELOCALIZACION

La institucion puede relocalizar a los animales ya sea como mascotas, como
forraje vivo para zooldgicos o como modelos de experimentacion para otras
instituciones dependiendo de la condicion de cada animal. Los animales cuyo destino
sea como forraje vivo en zooldgicos deben presentar un buen estado de salud. Es
recomendable realizar al menos un examen clinico previo al traslado, para descartar
posibles enfermedades de transmision zoondética. No se permite la relocalizacion de
animales genéticamente modificados, a excepcion de relocalizacion en otras
instituciones que realicen estudios similares. En el caso de adopcion como mascotas, la
institucion tiene la obligacién de asesorar al futuro duefio con respecto a los cuidados y
necesidades del animal para asegurar su bienestar. Sin importar el destino de
relocalizacién, la institucion es responsable de mantener un seguimiento de los animales
posterior al estudio(Canadian Council on Animal Care, 2019; National Research
Council of the National Academies, 2011).
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ANEXOS
ANEXO 1
Tabla 8. Aporte nutricional de los ingredientes, minerales y vitaminas estandar en una dieta
AIN93.
AIN-
AIN- AIN- AIN- AIN- 93Gy
Ingrediente 93G 93M Mineral 93G 93M Vitamina AIN-
93M
o/kg o/kg g/kg
Maicena 397.486 465.692 @ Carbonatode @ 357.00 @ 357.00 Acido nicotinico 3.000
calcio anhidro
(40,04% Ca)
Caseina (>85 % de ' 200.000 = 140.000 Fosfato de 196.00 = 250.00 pantotenato de 1.600
proteina) potasio calcio
monobasico
(22,76% P
28,73% K)
Almidén de maiz  132.000 = 155.000 Citrato de 70.78 28.00 Piridoxina-HCI 0.700
dextrinizado (90— potasio
94 % de tripotasico
tetrasacaridos) monohidrato
(36,16% K)
sacarosa 100.000 ' 100.000 Cloruro de 74.00 74.00 Tiamina-HCI 0.600
sodio (39,34 %
Na 60,66 %
IC)
Aceite de soja (sin = 70.000 = 40.000 Sulfato de 46.60 46.60 Riboflavina 0.600
aditivos) potasio
(44,87% K
18,39% S)
Fibra 3 50.000 = 50.000 Oxido de 24.00 24.00 Acido félico 0.200
magnesio
(60,32% Mg)
Mezcla de 35.000 | 35.000 @ Citrato férrico 6.06 6.06 biotina 0.020
minerales (AIN- (16,5% Fe)
93G-MX)
Mezcla de 10.000 10.000 Carbonato de 1,65 1,65 Vitamina B-12 2.500
vitaminas (AIN- zinc (52,14% (cianocobalamina)
93-VX) Zn) (0,1% en manitol)
L-cistina 3.000 1.800 Metasilicato de 1.45 1.45 Vitamina E (all - 15.000
sodio-9H >, O rac -a-tocoferil

(9,88 % Si) acetato) (500 Ul/g)



Bitartrato de
colina (41,1%
colina)

terc -
butilhidroquinona
(TBHQ) mg

2.500

14.0

2.500 Carbonato
manganoso

(47,79% Mn)

0,63

8.0 Carbonato
cuprico
(57,47% Cu)
Sulfato de
potasio y
cromo-12H , O
(10,42 % Cr)
Acido bérico
(17,5% B) mg
Fluoruro de
sodio (45,24%
F) mg
Carbonato de
niquel (45%
Ni) mg
Cloruro de litio
(16,38%

Li) mg
Selenato de
sodio anhidro
(41,79%

Se) mg
Yodato de
potasio (59,3%
1) mg
Paramolibdato
de
amonio-4H , O
(54,34 %

Mo) mg
Vanadato de 6.6
amonio
(43,55%
V) mg
sacarosa en
polvo

0.30

0.275

81.5

63.5

31.8

17.4

10.25

10.0

7.95

221.026

Fuente: (Reeves, 1997)

0,63

0.30

0.275

81.5

63.5

31.8

17.4

10.25

10.0

7.95

6.6

209.806
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Vitamina A
( palmitato de
retinilo todo trans
) (500 000 Ul/g)

Vitamina D-3
(colecalciferol)
(400.000 Ul/qg)

Vitamina K-1
(filoquinona)

Sacarosa en polvo

0.800

0.250

0.075

974.655
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ANEXO 2

Tabla 9. Nutrientes estandar en dietas de ingredientes purificados y dietas a base de cereales.

Fuentes tipicas

Tipo de dieta Dieta de ingredientes purificados Dieta a base de cereales
Nutrientes
Proteina Caseina Harina de soja, maiz molido,
trigo y avena, suero de leche,
alfalfa, harina de pescado,
harina de carne
Grasas

Aceite de soja, aceite de maiz Grasa animal porcina, harina

de pescado, harina de carne

Carbohidrato Almiddn de maiz, maltodextrina,

Maiz, trigo y avena molidos,
sacarosa

harina de trigo

Fibra Celulosa refinada Maiz molido, trigo y avena,

pulpa de remolacha seca,
alfalfa, harina de trigo

Micronutrientes Principalmente premezclas de

La mayoria de los
vitaminas y minerales

ingredientes, micronutrientes
adicionales afadidos

Posibles no nutrientes/contaminantes

fitoestrogenos

Ausente Harina de soja (genisteina,
daidzeina), harina de alfalfa
(cumestrol)
Metales pesados Rastro/no detectable Granos y subproductos
animales (arsénico, plomo,
cadmio, cobalto)
Contaminantes, Rastro/no detectable Granos (contaminantes,
pesticidas, micotoxinas, micotoxinas) y subproductos
nitrosaminas, endotoxinas

animales (contaminantes,
nitrosaminas)
Fuente: (Pellizzon & Ricci, 2020)
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Tabla 10. Etograma para ratones de laboratorio.

Tipo de Conducta

Anormal:
Comportamiento
perturbador,
destructivo o
perjudicial para el
bienestar fisiolégico,
psicologico y social
de un ratén y sus
comparieros de jaula.
Se consideran
estereotipias.

Afiliativo:
Comportamiento que
funciona para
desarrollar o
fortalecer los lazos
sociales.

Agonista:
Interaccién social
gue permite que el
raton obtenga el
control de recursos
reales o futuros a
expensas de otro
raton

Mantenimiento:
Comportamiento que
mantiene la estasis
fisiologica, la
comodidad y la
apariencia del raton.

Comportamiento

Bar-mouthing

Saltos

Trazo de ruta

Wiping

Caminata en circulo

Excavacion al vacio

Acicalamiento
No visible solo

No visible con
pareja(s)

Descansa solo
Descanso con
pareja(s)

Ataque

Persecucion

Guerra de tuneles

Bebida
Alimentacion

Auto-preparacion

NUmero de

Descripcién -
P Repeticiones

Tiempo

Mordedura falsa en un area
fija de las barras de
alimentacion

Movimientos de salto
repetitivos orientados hacia
el techo.

Trazado repetitivo de una
trayectoria inespecifica.
Balanceo lateral del raton
contra un costado de la jaula.
Miembros posteriores
estaticos, miembros
anteriores y cabeza oscilan.
Trazado repetitivo de una
trayectoria vagamente
circular

Excavacion estacionaria del
piso de la jaula después de
quitar la ropa de cama

Ser lamido o lamer el pelaje
de otro ratén

Solo el ratdn focal no es
visible en el nido.

El raton focal y al menos
otro ratén no son visibles en
el nido

Acostado solo; no en el nido
Acostado con otro raton
(menos de aproximadamente
0,5 cm de distancia)

Acto agresivo donde el raton
focal es el actor o receptor
de un ataque o una
mordedura

Seguir o ser seguido
inmediatamente antes o
después de un ataque

Dos 0 mas ratones tratando
de ir en direcciones opuestas
en el tunel

Lamiendo la boquilla del
bebedero

Roer granulos de comida del
comedero

Acariciar, lamer o rascar
cualquier parte del propio



Anidacioén:
Manipulacién de
ropa de cama,
material de anidacion
0 nido para formar un
nido

Sensitivo:
Comportamiento que
estimulan los tractos
sensitivos del animal.

Movimiento:
Comportamientos
cinéticos de
locomocion, postura
0 marcha del animal.

Objetos

Excavacion

Esponjoso

Tirando

Empuje y
gxcavacion

Movimiento de pala

Clasificacion

Raedura

Olfatear (sin
direccion)

Olfatear (social)

Monta
Mover ropa de cama

Trasero

Escalada
Retozén

Locomocion

cuerpo

Llevar piezas de ropa de
cama o material para anidar
en la boca

Una serie de rapidos
movimientos alternos de las
patas delanteras, raspando el
material hacia atrés.

Las paredes del nido parecen
saltar a medida que se
agranda todo el nido.
Alcanzar fuera del nido y
tirar del material de
anidacion hacia el nido
Empujar y patear hacia
adelante el material de la
cama con movimientos
alternantes rapidos de las
patas delanteras

Sumergir la nariz en el
material de cama y excavar
debajo

Colocar material de cama o
anidamiento especifico en un
lugar particular, mientras
esta sentado en el nido
Movimientos laterales de las
patas delanteras para sacar
sustrato a traves de la boca.
Manteniendo la nariz en el
aire y lejos de cualquier
estimulo identificable

El raton focal es el actor o
receptor de una
investigacion olfativa de un
conespecifico

Montar o ser montado por
detras

Mover material de cama de
una jaula a otra

Levantada sobre sus patas
traseras y extendiendo la
cabeza hacia arriba.
Suspendido del alimentador
Saltos repentinos, saltos,
movimientos bruscos y
saltones

Locomaocién general dentro
del alojamiento

Fuente: (Makowska et al., 2019) y (Hobbiesiefken et al., 2021)
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ANEXO 4

Gréfico 6. Escala de Grimace en ratones.

The Mouse Grimace Scale
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Tabla 11. Protocolo para el uso de anestesia inyectable, analgesia, antibioticos quirdrgicos y

anestesia inhalatoria.

Tipo Familia
Anestesia Barbituricos
inyectable

TBE

Anestésicos
disociativos

Fenotiazinicos

Benzodiacepinas

Opioides

Medicamento

Pentobarbital

Tiopental

Tribomoethanol

Ketamina

Tiletamina +
zolazepam

Ketamina +
xylacina

Ketamina +
medetomidina

Ketamina +
dexmedetomidina

Ketamina +
acepromacina

Ketamina +
xylacina +
acepromacina

Ketamina +
diacepam
Ketamina +
midazolam
Morfina
Meperidina
Fentanilo
Buprenorfina

Naloxona

Dosis
mg/kg

50a90

30 a40

240

80 a 100

40/80

100/10

75/1
Hembras
50/1
Machos
50a
75/0.5a1

100/5

100/10/3

100/5

100/5 ,
100/3 0
50/3
10

20
0,6
2
0,01a

Via

SC
SC
SC
SC
Vo

Comentarios

Depresion
cardiorrespiratoria,
hipotension, larga duracion

Depresion
cardiorrespiratoria,
hipotension, corta duracién

Relajacion muscular y
anestesia de corta
duracion. Puede causar
peritonitis.
Sedacién

Sedacion

Para aumentar la duracion
administrar media dosis de
ketamina. Revertir con
atipamezol.
Depresion respiratoria
moderada. Revertir con
atipamezol.

Depresion respiratoria
moderada. Revertir con
atipamezol.
Sedacion

Anestesia quirdrgica

Inmovilizacion

Inmovilizacion

Cada 2 a 4 horas
Cada 2 a 3 horas
Duracion de 30 minutos
Cada 12 horas



Neuroleptoanalgesia

Analgesia AINES
Opioides
Anestésicos locales
Antibiéticos Fluoroquinolonas
quirurgicos Sulfonamidas
Anestesia Medicamento
inhalatoria
Halotano
Isofluorano

Sevofluorano

0,05
Fentanilo + 0,1/3,3
fluanisona
Fentanilo + 0,1/3.3/5
fluanisona +
midazolam
Fentanilo + 0.05/5/0.5
midazolam +
medetomidina
Meloxicam 1
Carprofeno 5
Ketoprofeno 2ab
Buprenorfina 0.05a0.1
Tramadol 10a 20
Lidocaina la4
Enrofloxacina 5a20
Trimetropina + 15a30

sulbactam

Concentracion para
induccién
4a5%+0.8alL/min
4a5%+0.8alL/min

Concentracion dependiente del
individuo + 0.8 a 1 L/min

Fuente: (Gargiulo et al., 2012)
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IM

IP Inmovilizacién

IP Inmovilizacion

IP Anestesia quirargica
SC 30 minutos prequirdrgico y

0 cada 24h post quirargico
PO

SC Cada 24h
0
PO
SC Cada 12 0 24h
SC Cada 12h

IP Diluir en solucion salina

SC Diluir en solucion salina
SC Cada 24h
PO, Cada 12h
SC
0
IM

Concentracion para
mantenimiento

1a4%+0.8alL/min
1a3%+0.8alL/min

Concentracion dependiente del
individuo + 0.8 a 1 L/min



