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La adecuada identificación de los animales es uno
de los pasos más críticos a la hora de trabajar con
animales de laboratorio, ya que es la única conexión
entre el animal y todos sus datos: genotipo, muestras
y resultados de las investigaciones. La amputación
de falanges se practica habitualmente en todo el
mundo, pero aún es un método de identificación
animal que plantea mucha controversia. Permite la
identificación permanente de ratones recién nacidos
y al mismo tiempo proporciona una cantidad sufi-
ciente de tejido para el genotipado, presentando por
tanto ventajas sobre otros métodos de marcado habi-
tuales que subjetivamente se consideran menos es-
tresantes para los animales1, 2, como el tatuaje o la
implantación de microchips, pero que no proporcio-

nan ninguna biopsia. Normalmente los animales son
genotipados a la edad del destete mediante biopsia
de la cola y corte de orejas, pero para procedimien-
tos experimentales que incluyen trabajo con ratones
recién nacidos, hay muy pocas opciones disponibles
para realizar el marcado y la biopsia simultánea-
mente. En estos casos suele combinarse un método
de marcado no permanente con una biopsia de cola.

A pesar de la controversia que la rodea1-4, la am-
putación de falanges presenta muchas ventajas. Es
rápida, fácil de aplicar, no requiere anestesia ni anal-
gesia y es barata. Además, es una técnica fácil de
aprender y realizar, y ofrece muchas posibilidades
dependiendo de qué combinación se utilice. Aunque
la amputación de falanges es un método legalmente



aceptado, existe una gran preocupación por el su-
puesto dolor que pueda provocar en los recién naci-
dos y por los posibles efectos perjudiciales a largo
plazo, como alteraciones en la capacidad de agarre o
hiperalgesia. Como consecuencia, en muchos proce-
dimientos normalizados de trabajo en todo el
mundo1-3 se especifica que la amputación de falan-
ges sólo debe llevarse a cabo en caso de que ningún
otro procedimiento sea viable, y sólo en neonatos.
No obstante, debido a sus numerosas ventajas es de
suponer que este método podría también aplicarse
como un procedimiento normalizado para el mar-
cado de animales. Ya que no existe ningún estudio
explícito sobre las consecuencias de la amputación
de falanges a largo y corto plazo en el bienestar de
los animales, es necesario analizar claramente los
cambios fisiológicos y de comportamiento en rato-
nes amputados con el objetivo de determinar defini-
tivamente si este método es aceptable o si su
práctica debería reducirse a casos excepcionales.

Las investigaciones hasta la fecha se han cen-
trado principalmente en la presencia y grado de neo-
formación ósea después de la amputación de la
punta del dedo en ratones recién nacidos.5-11 Estos
estudios indicaban que la respuesta de regeneración
ósea es a nivel específico de la falange terminal y
que la punta neoformada del dedo era morfológica-
mente normal, pero más corta que en los dedos con-
trol. Neufeld y Zao8 demostraron que sólo la
amputación a nivel proximal de la primera falange
impide el recrecimiento de la punta amputada.

Hasta la fecha sólo se conocen dos estudios que
hayan investigado la amputación de falanges como
método de identificación en ratones. Kumar12 argu-
mentó que la amputación de falanges podía llevarse
a cabo sin anestesia en crías de 14 días (P14) cau-
sando mínimas molestias. Sus conclusiones se basa-
ron en la observación de que las crías empezaban a
mamar de nuevo pasados unos minutos. Vachon10 se
centró únicamente en los efectos secundarios perju-
diciales a largo plazo relacionados con el creci-
miento óseo y remodelación tisular, y llegó a la
conclusión de que la amputación de dedos (reali-
zada en P14) es un procedimiento aceptable para la
identificación numérica de ratones. A pesar de que
ambos estudios describen la amputación de falanges
como un procedimiento válido, se ha prestado de-
masiada poca atención al bienestar animal, y no se
ha publicado ningún estudio que analice la posible
presencia e intensidad del dolor y estrés producido

por la amputación de falanges en la primera semana
tras el nacimiento y sus posibles efectos a largo
plazo.

Resulta muy difícil determinar objetivamente la
presencia de dolor y estrés en ratones, en especial en
el caso de que sean sólo moderados. Por lo general,
los ratones muestran pocos signos de sufrimiento.
Durante un experimento, especialmente si hay al-
guna persona presente en la habitación como obser-
vador, el ratón ocultará cualquier muestra de
dolor.13-15 Por lo tanto, la monitorización del dolor
leve a moderado mediante la simple observación de
los animales es muy complicada. Los métodos tradi-
cionales como la medición de niveles de corticoste-
rona en la sangre implican la manipulación del
animal, lo que produce estrés y puede, por tanto, in-
fluir en los resultados obtenidos, a menos que el ani-
mal sea sacrificado inmediatamente. Dado que las
crías atraviesan un periodo de receptividad reducida
del eje pituitario-adrenal durante el desarrollo tem-
prano postnatal, caracterizado por niveles muy bajos
de corticosterona basal e incapacidad de muchos es-
tímulos de provocar una respuesta en los niveles de
corticosterona,16-18 resulta muy difícil medir cambios
en los niveles de corticosterona durante los primeros
días postnatales. 
Recientemente se han desarrollado nuevas metodo-
logías para la evaluación objetiva del dolor y el es-
trés en animales. Una de ellas es la telemetría, que
permite la medición simultánea de parámetros fisio-
lógicos como la frecuencia cardiaca, la temperatura
corporal interna o la presión sanguínea. Esta tecno-
logía se ha empleado de forma satisfactoria para la
evaluación del dolor posterior a la laparotomía19 y
para la detección del impacto de biopsias de diferen-
tes tejidos para el genotipado de ratones de laborato-
rio.20 Sin embargo, debido al tamaño del transmisor,
esta tecnología no puede utilizarse con ratones re-
cién nacidos. 

En el presente trabajo hemos analizado el im-
pacto fisiológico y comportamental de la amputa-
ción de falanges en ratones en los días 3 (P3) y 7
(P7) postnatales. Hemos realizado mediciones de
corticosterona, analizado cambios en los parámetros
fisiológicos, así como el comportamiento de las ma-
dres hacia las crías amputadas. Así mismo fueron
evaluados  los efectos a largo plazo de la amputa-
ción de falanges mediante estudios histológicos y de
comportamiento en animales adultos que habían
sido amputados en P3 y P7.
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Ratones B6D2F1 machos y hembras reproductores
de 6-8 semanas fueron proporcionados por RCC
(Research and Consulting Company, Biotechnology
and Animal Breeding Division, Füllinsdorf, Suiza).
Los ratones estaban libres de patógenos virales, bac-
terianos o parasitarios recogidos en las recomenda-
ciones de la Federación de Asociaciones Europeas
de Animales de Laboratorio.21 Los animales se man-
tuvieron en cubetas de plástico  tipo III
(425x266x150 mm, área de la base 820 cm²) con un
lecho de viruta esterilizada libre de polvo (80-90 g
por jaula) (Schill AG, Mutenz, Suiza), pañuelos de
papel esterilizados (2 por jaula) y una casa de papel
como materiales para el nido. Se les alimentó ad li-
bitum con una dieta para ratones en forma de pellets
(Kliba nº 3431, Provimi Kliba, Kaiseraugst, Suiza),
y con libre acceso a agua esterilizada. El ciclo de
luz/oscuridad fue de 12/12 horas, con luz artificial
(40 lux en la jaula) de 07:00 a 19:00 h. La tempera-
tura fue de 21±1ºC, con una humedad relativa del
50±5% y con 15 renovaciones completos de aire fil-
trado por hora (filtro HEPA H 14, Vokes-Air, Uster,
Suiza). La presión estuvo controlada a 50 Pa. Los
estudios fueron aprobados por la Oficina Cantonal
Veterinaria (Zurich, Suiza). Los procedimientos ex-
perimentales y de alojamiento estaban de acuerdo
con la ley suiza de protección animal, y conformes
con la Convención Europea para la protección de
animales vertebrados utilizados para experimenta-
ción y otros fines científicos (Consejo de Europa nº
123, Estrasburgo 1985).

Los animales utilizados como reproductores tu-
vieron un periodo de adaptación de dos semanas
tras su llegada al animalario. El celo fue inducido
mediante el efecto Whitten. Los animales se empa-
rejaron en base a un macho por hembra por cubeta.
El primer día la cubeta fue compartimentada  para
que el macho no tuviera acceso a la hembra, pero sí
contacto olfativo. El tercer día se eliminó la división
y en la mañana del cuarto día se inspeccionó a la
hembra para comprobar la presencia de tapón vagi-
nal y, en el caso de haberlo, fue separada cada hem-
bra en una cubeta individual.
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Se practicó la amputación parcial en la segunda fa-
lange de los dedos en crías neonatas de diferentes

edades. Llevamos a cabo el experimento con dos
grupos: el grupo 1 (P3, P7; n = 120) fue utilizado
para el análisis de parámetros fisiológicos y del
comportamiento a corto y largo plazo; el grupo 2
(p7, n = 150) se utilizó para la determinación de cor-
ticosterona en suero y por tanto fue sacrificado poco
después de la amputación.

En cada grupo, se utilizó el 50% de la camada
como animales de control, que fueron sometidos a
las mismas manipulaciones y limitaciones que al
resto, y con los que se imitó la amputación cerrando
unas tijeras junto a cada pata.

Para el proceso de amputación, se sacó a la ca-
mada entera (grupo1) o animales por separado
(grupo 2) fuera del nido y se los colocó en una cu-
beta extra forrada con pañuelos de papel. Cada cría
se sostuvo sobre una porción de papel y se inmovi-
lizó mediante suave presión. Se cortó la segunda fa-
lange, en tres dedos, uno por pata, escogidos de
forma aleatoria en las patas delanteras (exceptuando
los pulgares) y en uno, específicamente seleccio-
nado (de acuerdo con un sistema de numeración del
1 al 10), en una de las patas traseras. Los dedos se
conservaron en formalina al 4% para análisis morfo-
lógicos o en hielo para genotipado.

Se utilizaron tijeras de microcirugía muy afila-
das (Vannas Spring Scissors, cuchillas de 4 mm,
rectas, de FST, Heidelberg, Alemania). Después de
usarlos con cada animal, los instrumentos se limpia-
ron con alcohol. No se utilizó anestesia ni analgesia.
Tampoco se utilizó ningún método específico de ho-
meostasis, ya que no hubo pérdidas de sangre sus-
tanciales. Después de haber realizado las
apuntaciones  a toda la camada (grupo 1) o un único
animal (grupo 2), los animales se devolvieron a la
cubeta nido con su madre.

^å•äáëáë=ÇÉä=ÇÉë~êêçääçLçÄëÉêî~ÅáçåÉë ÇÉä
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Los animales del grupo 1 y sus madres fueron ob-
servados inmediatamente, 1, 3, 5, y 12 horas des-
pués de la amputación y posteriormente a diario
durante tres semanas con la ayuda de una hoja de re-
cogida de datos especialmente diseñada para ello, y
basada parcialmente en estudios anteriores.22, 23 Se
pesó a las crías a diario durante tres semanas, proce-
dimiento durante el cual la camada se mantuvo se-
parada de la madre (siempre dentro del campo
auditivo) durante un máximo de 10 minutos.
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Las crías P7 fueron sacrificadas entre las 12.00 y las
14.00 horas por decapitación, 7 minutos (tiempo
adecuado para la determinación de corticosterona
que fue calculada en un experimento anterior, del
que no se aportan datos) después de la amputación o
únicamente de la manipulación (grupo control no
amputado [NA]), y se recogió sangre del tronco. Se
recogió y mezcló al mismo tiempo, sangre de cinco
animales (del mismo sexo) para asegurar la recolec-
ción de una cantidad adecuada de suero, en un total
de 25 animales para cada una de las cuatro catego-
rías (amputados, NA, machos y hembras). La sangre
se dejó coagular a 4 ºC durante una hora y después
fue centrifugada a 8000 rpm durante 6 minutos, y el
suero se conservó a -20 ºC para posterior inmunoen-
sayo enzimático (IEE). Los niveles de corticoste-
rona en suero fueron medidos utilizando un kit
competitivo de IEE con una sensibilidad de 0,17
ng/mL de acuerdo con las instrucciones del fabri-
cante (Corticosterone HS EIA, Immunodiagnostic
Systems, Frankfurt am Main, Alemania).
s~äçêÉë=Ä~ë~äÉë

Se determinaron asimismo los valores basales de
corticosterona para las crías P7 no amputadas. Cada
animal fue sacrificado mediante decapitación en los
10 segundos posteriores a su retirada del nido. Se re-
cogió y mezcló al mismo tiempo sangre de cinco
animales (del mismo sexo) con un total de 25 ani-
males para cada sexo. Los niveles de corticosterona
en el suero se determinaron como se ha descrito an-
teriormente.
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Ambos test se realizaron con ratones del grupo 1 de
12 semanas de edad en dos días consecutivos. Se re-
tiró a cada animal de la cubeta sin que el experimen-
tador fuera consciente de a qué grupo pertenecía.
Para el test de “hotplate”, utilizamos un grupo de
control adicional (n = 20) de ratones que no habían
sido sometidos a manipulación neonatal.

E^F=qÉëí=ÇÉ=~Ö~êêÉ
El test de agarre se llevó a cabo como se ha descrito
anteriormente.24, 25 El sensor de la fuerza de agarre

se dispuso horizontalmente y el ratón se sostuvo por
la cola y se hizo descender hasta el aparato. Se le
permitió agarrar (sólo con las patas delanteras) la
barra triangular de metal conectada a un indicador
de fuerza de tracción (3 N, AWYCO AG, Olten,
Suiza) y después se tiró de él hacia atrás de forma
horizontal. Se anotó la fuerza aplicada a la barra en
el momento de soltarla como tensión máxima (N).
El test se repitió cinco veces consecutivas y se reco-
gieron los 5 valores para cada animal. Los ratones
no habían sido entrenados antes, y cada ratón hizo la
prueba una vez.

E_F=qÉëí=ÇÉä=ÜçíJéä~íÉOSI=OT=é~ê~=ä~=ÇÉíÉÅÅáµå=ÇÉ=ÜáJ
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Cada animal se sostuvo por la cola, fue retirado de
la cubeta y se dejó caer desde una altura de aproxi-
madamente 10 cm sobre la superficie caliente (deli-
mitado por un cilindro plástico), que se calentó
hasta una temperatura constante de 52 ± 1 ºC. El ex-
perimentador activó un cronómetro cuando el ratón
entró en contacto con la superficie del plato y de-
tuvo la medición tan pronto como se produjo una
respuesta (saltos, lamerse las patas traseras o delan-
teras o sacudirlas), y se tomó nota de la latencia de
la respuesta, tras esto, se retiró al animal de forma
inmediata. Se decidió un tiempo límite de 30 segun-
dos. Cada animal se sometió a la prueba una vez.

^å•äáëáë=ÜáëíçäµÖáÅç

Para el análisis histológico de los muñones amputa-
dos en ratones adultos (grupo 1) se utilizaron las si-
guientes técnicas de tinción: coloración con
hematoxilina-eosina parafina28, 29 y rojo alizarina S/
azul alcian 8 GS (Division Chroma, Münster, Ale-
mania) en tinción total del esqueleto.30

^å•äáëáë=Éëí~Ç∞ëíáÅçë

Todos los datos se presentan como media ± desvia-
ción estándar (DE). Se llevó a cabo un análisis esta-
dístico para validar los resultados del test de agarre,
test del “hotplate” y de los análisis de corticoste-
rona (SPSS 16.0, SPSS Inc, Chicago, Illinois,
EE.UU.) Se aplicó la prueba de t-Student de dos
colas para muestras independientes y comparar los
valores obtenidos para los diferentes grupos en los
test de comportamiento. Fue empleada la corrección
de Bonferroni, y para el test de agarre se considera-
ron significativos los valores P ≤0,0125, mientras
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que para el del “hotplate” se consideraron significa-
tivos los valores P ≤0,0062. Se realizó una transfor-
mación logarítmica para los valores de
corticosterona, y se llevaron a cabo análisis de la va-
rianza con los factores género y grupo, con compa-
raciones a posteriori corregidas por Bonferroni

oÉëìäí~Ççë
m~ê•ãÉíêçë=ÑáëáçäµÖáÅçë=ó=ÇÉ=Åçãéçêí~J
ãáÉåíç

La reacción inmediatamente posterior a la amputa-
ción fue muy similar para las crías P3 y P7. Durante
la amputación, el 48,2% de las crías P3 (n = 85) y el
39,4% de las crías P7 (n = 137) no mostraron nin-
guna reacción visible, el resto mostraron esporádica-
mente retirada de las patas, sobre todo en una o las
dos de las patas traseras (Figura 1a). No hubo hemo-
rragia sustancial, las manchas de sangre apenas eran
visibles en los pañuelos de papel.

Después de volver a poner a los animales en el
nido, la madre empezó a acicalarlos sin diferenciar
de ningún modo a las crías amputadas de las del

grupo de control. No tuvieron lugar ni fenómenos
de canibalismo por parte de la madre, ni automutila-
ción, inflamación u otras anomalías. La madre tuvo
en todo momento a las crías dentro del nido, y siem-
pre eran visibles gotas de leche en la piel sin pelaje.
El desarollo de todas las crías se desarrolló correcta-
mente. La evolución fisiológica del pelaje, dientes,
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orejas, ojos y caminar fue positiva en todas las crías.
El desarrollo del peso después de las tres semanas
era el mismo para los animales amputados y para
los de control (Figura 1b).

^å•äáëáë=ÇÉ=ÅçêíáÅçëíÉêçå~

Los valores de corticosterona en suero (Figura 2)
eran un 25% más elevados en las crías macho que
en las hembras (P = 0,002). Se pudo apreciar un in-
significante aumento del 3% (95% intervalo de con-
fianza (IC) -16% a +27%) en los animales
amputados respecto de los NA. Tanto los amputados
como los NA tenían niveles considerablemente ele-

vados de corticosterona (3,3 y 3,2 veces superior,
respectivamente; P < 0,0001) comparados con los
animales no manipulados (NM) (valores basales
medios ± DE: ♂5,33 ± 0,92 ng/mL, ♀4,07 ± 0,62
ng/mL).

qÉëí=ÇÉ=Åçãéçêí~ãáÉåíç

El test de agarre (Figura 3a) reveló que los animales
amputados (A) en P3 tenían una fuerza significati-
vamente menor en las patas que aquellos amputados
en P7 (P = 0,011). (Media ± DE: P3A 0,78 ± 0,23 N;
P7A 0,98 ± 0,30 N.)
Sin embargo, los grupos NA de cada edad no mos-
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traron diferencias significativas (95% IC -0,24 N a
0,03 N; media ± DE: P3NA 0,99 ± 0,23 N; P7NA 1,06
± 0,26 N). Comparando los ratones amputados y los
NA de cada edad, P es 0,01 para los animales P3,
pero para los ratones P7 no hay diferencia significa-
tiva (95% IC -0,23 N a 0,06 N).
El test del “hotplate” (Figura 3b) mostraba tiempos
significativamente mayores para animales P3 ampu-
tados (A) comparados con P7 amputados y NA y ra-
tones NM (media ± DE: P3A 10,92 ± 2,44 seg; P3NA

10,76 ± 2,16seg; P7A 8,35 ± 1,04seg; P7NA 9,10 ±
3,21seg; NM 8,17 ± 1,77seg). No se encontraron di-
ferencias significativas entre animales P7 amputa-
dos y NA (95% IC -1,88 a 0,36seg).

^å•äáëáë=ÜáëíçäµÖáÅç=ÇÉ=äçë=ãì¥çåÉë=NO=ëÉJ
ã~å~ë=ÇÉëéì¨ë=ÇÉ=ä~=~ãéìí~Åáµå

Las amputaciones de la segunda falange no mostra-
ban regeneración ni hipertrofia ósea, y los huesos
del muñón estaban histológicamente bien definidos
en su extremo proximal (Figura 4).

aáëÅìëáµå

En este estudio hemos investigado el impacto a
largo y corto plazo de la amputación de falanges
sobre aspectos del bienestar animal, tales como
salud, comportamiento, desarrollo, estrés y efectos
perjudiciales en la edad adulta. Nuestros hallazgos
demuestran que la amputación de falanges no tiene
ningún efecto negativo en el crecimiento y desarro-
llo físico para las crías P3 ni para las P7, y que las
crías amputadas no sufren rechazo por parte de la
madre. También podemos confirmar que el tejido de
un único dedo es suficiente para el genotipado, in-
cluso para las crías P3 (no se muestran datos). Nues-
tros resultados han demostrado que las crías deben
ser mayores de tres días para su correcto marcado.
En el tercer día, los dedos de la cría aún están par-
cialmente unidos entre sí, lo que dificulta al experi-
mentador un corte preciso. Además, por muy
cuidadosamente que los animales hubieran sido am-
putados en P3, muchos de ellos presentaban muño-
nes muy cortos, lo que reducía de forma
significativa la fuerza de agarre de estos animales en
la edad adulta, como se muestra en la Figura 3. No
obstante, creemos que esto no tiene por qué ser con-
siderado como un grave impedimento para un ratón
de laboratorio. En base a esta observación se destaca
la importancia de escoger procedimientos de biopsia

y marcado acordes con el tipo de experimento pre-
visto. En el caso de la cría de líneas transgénicas,
sería lógico pensar que puede utilizarse cualquier
método de biopsia y marcado, pero si por ejemplo
deben llevarse a cabo pruebas de comportamiento,
donde los dedos y la cola juegan una parte impor-
tante (como caminar sobre una barra de equilibrio,
el laberinto de agua de Morris o el test de agarre), es
esencial decidir si, por ejemplo, la amputación de
falanges sería una mejor alternativa a la biopsia de
cola, o viceversa. Ambos métodos tienen ventajas y
desventajas: en el caso de la amputación de falanges
la fuerza de agarre del animal puede verse reducida,
y en el caso de la biopsia de cola se pueden suponer
afectadas las capacidades natatorias y de equilibrio
del ratón. Un estudio reciente en el que se evaluaba
la biopsia de cola en ratones de laboratorio31 utili-
zaba un sistema de puntuación para evaluar cualita-
tivamente comportamientos anómalos después del
estímulo de la biopsia de cola, y demostraba que,
aunque la longitud de la biopsia no tenía un efecto
significativo en respuestas de comportamiento, con
la edad más animales respondían al estímulo de la
biopsia de cola realizada en animales conscientes, y
que las respuestas también eran prolongadas. Los
efectos a largo plazo de una biopsia de cola en el
bienestar animal no han sido investigados concien-
zudamente, aunque se ha demostrado que seccionar
una porción larga de la cola causa hiperalgesia ter-
mal y mecánica en la parte restante de la misma.32

Son necesarios más experimentos para evaluar cla-
ramente, por ejemplo, los efectos a largo plazo de la
biopsia de cola en el equilibrio y capacidad de trepar
de un ratón.

En algunos casos, observamos que se amputaron
partes muy pequeñas del dedo, lo que resultó en un
recrecimiento más o menos completo del hueso. En
este caso, los dedos amputados eran apenas distin-
guibles de los NA, haciendo imposible la identifica-
ción individual del animal. Esto no sucedía con las
crías P7, por lo que recomendamos llevar a cabo la
amputación a esta edad. De acuerdo con esto, los re-
sultados del test de agarre (Figura 3) reforzaban
nuestra hipótesis previa sobre P7 como la edad más
adecuada para llevar a cabo la amputación de falan-
ges, ya que no registramos diferencias significativas
en la fuerza de agarre entre animales amputados y el
grupo de control de esta edad, mientras que la
fuerza de agarre de los animales P3 amputados era
significativamente menor comparada tanto con rato-
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nes P7 amputados como con P3 NA. Una posible
razón podría ser que las crías P3 a menudo presenta-
ban muñones muy cortos, como se mencionó pre-
viamente.

La retirada de las patas, una respuesta inmediata
a la amputación, se observó en una gran cantidad de
crías de ambas edades (Figura 1a). Suponemos que
esto puede deberse a una característica específica
del desarrollo del dolor prenatal. Se sabe que ratas,
ratones e incluso niños neonatos muestran compor-
tamientos de dolor basal exagerados comparados
con adultos, lo que se asocia con un umbral noci-
ceptivo más bajo y un mayor despliegue de respues-
tas de comportamiento no específicas.33-35 Por lo
tanto, suponemos que este tipo de comportamiento
no puede ser considerado como representativo res-
pecto de la intensidad real del dolor, sobre todo por-
que sólo la mitad de las crías se comportaron de esta
manera.

Cuando medimos el nivel de corticosterona sub-
siguiente a la amputación, como un indicador del
estrés y el dolor, tuvimos que considerar una especi-
ficidad del organismo recién nacido. Se ha descrito
que los ratones neonatos, al igual que las ratas, atra-
viesan el llamado periodo de hipo-respuesta al estrés
debido al desarrollo postnatal del eje hipotálamo-pi-
tuitario-adrenal. Este periodo abarca desde el naci-
miento hasta P12. Durante este tiempo, los niveles
basales de corticosterona son bajos, y la exposición
a estrés moderado no los aumenta.16-18 Esta observa-
ción también se confirmó con nuestros experimen-
tos previos con animales P3 (no se muestran datos).
Para los animales amputados en P7 encontramos un
aumento significativo (más de tres veces) de corti-
costerona en suero para las crías amputadas y las del
grupo de control comparados con los valores basa-
les de los animales NM. No obstante, no encontra-
mos diferencias significativas entre las crías
amputadas y los grupos de control NA pero sí mani-
pulados (Figura 2). Estos descubrimientos nos indi-
can que, antes que nada, las crías sufren estrés
provocado por la manipulación, y no por la amputa-
ción en sí misma. Está claro, por tanto, que incluso
la manipulación inofensiva y de corta duración re-
presenta un factor estresante para los ratones recién
nacidos, y que la amputación de falanges no es el
factor crítico. Ya se había observado una reacción si-
milar durante el análisis del impacto de diferentes
métodos para la biopsia utilizada para  genotipado.20

Creemos firmemente que a esta edad tan temprana

la medición de corticosterona es un indicador ade-
cuado del estrés y el dolor. Sería interesante analizar
la vocalización de las crías durante la amputación de
falanges. No obstante, habría que examinar estos
datos con mucho cuidado, a fin de evitar malas in-
terpretaciones.
Para determinar si la edad a la que se practica la am-
putación tiene influencia en el desarrollo de la hipe-
ralgesia, llevamos a cabo el test del “hotplate”.
Resulta interesante que las crías P3, tanto las ampu-
tadas como las únicamente manipuladas, mostraban
tiempos de reacción significativamente mayores en
dicho test comparado con crías P7 y animales de
control no manipulados (Figura 3b). Se ha demos-
trado que procedimientos crónicos de manipulación
estresantes en la etapa postnatal resultan en una hi-
ponsesibilidad a los estímulos nociceptivos térmicos
mediante la reducción del umbral del dolor.36, 37 Este
fenómeno podría ser la razón por la que observamos
este aumento para los ratones P3 pero no para los
P7. Se pesó a diario tanto a las crías amputadas
como a las de control durante las tres semanas pos-
teriores a la amputación, para lo que fueron separa-
dos del nido y de la madre durante unos diez
minutos cada día. Obviamente, estas manipulacio-
nes diarias, junto con la ausencia de la madre (que
no obstante permaneció dentro del campo auditivo),
afectaron más a las crías P3 que a las P7. Este efecto
secundario debería tenerse siempre en cuenta al pla-
near experimentos con animales recién nacidos. Por
supuesto, esto se debió a nuestro diseño del experi-
mento, y no forma parte de la metodología de la am-
putación de falanges en sí misma. Cuando se lleva a
cabo la amputación de falanges de forma rutinaria,
las crías no son pesadas y manipuladas a diario, por
lo que la observación de este fenómeno probable-
mente no se observará. Por último, los resultados
obtenidos de los test de agarre y del “hotplate” de-
mostraron que la amputación de falanges en P7 no
afecta ni a la fuerza de agarre del animal ni causa hi-
peralgesia.
En general, concluimos que la amputación de falan-
ges es un procedimiento que produce un corto pe-
riodo de estrés a los recién nacidos, pero debido a la
manipulación y no a la amputación en sí. Es bas-
tante probable que este método produzca menos es-
trés para los animales que por ejemplo el tatuaje de
los recién nacidos, que requiere un tiempo de mani-
pulación comparable o incluso mayor, dependiendo
de la pericia de la persona que lo lleve a cabo. Sin
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embargo, esta técnica no se considera problemática
desde el punto de vista del bienestar animal, al con-
trario que la amputación de falanges. En nuestro es-
tudio no observamos ningún efecto perjudicial a
largo o corto plazo para los animales, por lo que
pensamos que la amputación de falanges es un mé-
todo aceptable de marcado y genotipado de las
crías. Esto abre la posibilidad de utilizar la amputa-
ción de falanges como una alternativa a la biopsia
de cola, porque permite al mismo tiempo el mar-
cado permanente de los animales y la recolección de
tejido para el genotipado. Por lo tanto, la amputa-
ción de falanges de crías  P7 permite genotipar a los
animales dos semanas antes del destete, y la rápida
selección de los ratones necesarios para experimen-
tos o cría, reduciendo así los costes de cría. Por úl-
timo, pero no por ello menos importante, la
amputación de falanges en crías P7 es mucho más
fácil que la toma de muestras por biopsia de cola en
los ratones en edad de destete, ya que la manipula-
ción de crías P7 que no pueden morder es muy sen-
cilla, y como consecuencia el marcado de los
animales resulta mucho menos estresante no sólo
para el investigador, sino para los animales, que ya
no necesitan ser sujetados.

^do^ab`fjfbkqlp
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