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Resumen

La interaccion humana y los factores ambientales fisicos son parte de los estimulos a los que estan sometidos a diario los

animales de laboratorio, lo que influencia su comportamiento y fisiologia y contribuye a su bienestar. Algunas
condiciones ambientales y procedimientos rutinarios en el alojamiento del animal pueden inducir respuestas de estrés, y

cuando el animal no es capaz de mantener su homeostasis en presencia de un determinado factor estresante, su
bienestar se ve amenazado. Este informe resume varios estudios publicados sobre el impacto de factores ambientales

tales como luz, ruido, limpieza de las jaulas y transporte interno en el bienestar y estrés de las ratas de laboratorio. Se han

analizado las respuestas fisiol6légicas y de comportamiento de ratas de laboratorio sometidas a condiciones de

alojamiento y procedimientos rutinarios diferentes. Se discutiran recomendaciones sobre el bienestar de las ratas de

laboratorio y mejoras en el disefio de experimentos y como estos pueden influenciar y mejorar la calidad de datos

Laboratory Animals 2009; 43: 311— 327. DOI: 10.1258/la.2009.0080098

Con el desarrollo de las Ciencias del Animal de Laboratorio
y la aplicacion del principio de las tres Rs, propuesto por
William M S Russell y Rex L Burch en 1959 (reemplazo,
reduccién y refinamiento)' se han desarrollado y aplicado
legislaciones y recomendaciones para proteger a los
animales utilizados en experimentos. En Europa, se han
establecido los principios para el alojamiento y cuidado de
los animales de laboratorio en ¢l Convenio Europeo para la
proteccion de animales vertebrados utilizados para
experimentacion y otros fines cientificos (Convenio del
Consejo de Europa ETS 123), con su Apéndice A: Pautas
para el alojamiento y cuidado de los animales (Consejo de
Europa 1986; revisado en 2006, Estrasburgo,
http://conventions.coe.int/Treaty/EN/Treaties/PDF/123-
Arev.pdf), donde se especifica que se debe proveer a todos

los animales con un alojamiento y entorno apropiados, al
menos un minimo grado de libertad de movimiento,
alimento, agua y cuidados adecuados para su salud y
bienestar. Las necesidades fisiologicas y etologicas deben
satisfacerse en lamedida de lo posible, y deben minimizarse

las restricciones (articulo 5).** Otro documento europeo que
contiene especificaciones sobre el alojamiento de los
animales de laboratorio es la recomendacion de 2007 de la
Comision Europea referente a Pautas para el alojamiento y
cuidados de los animales utilizados para experimentacion y
otros procedimientos cientificos (http://eur-
lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri’20J:L:2007
:197:0001:0089:EN.PDF).’

El bienestar animal puede estar relacionado con su
percepcion emocional del entorno, con como los animales
se relacionan con su entorno y como compensan los
cambios adversos en dicho entorno mediante ajustes
fisiologicos y de comportamiento.” La capacidad de
predecir y controlar son conceptos clave a este respecto,
pero para un bienestar Optimo, un cierto grado de
incertidumbre (impredicibilidad y falta de control) puede
tener un gran efecto positivo. En condiciones naturales, los
animales estan expuestos tanto a estimulos negativos como
positivos, y “vivir en armonia con su entorno”
probablemente implica que debe ser posible mantener un
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equilibrio (positivo) entre estos estimulos. "

Los animales de laboratorio se mantienen en
cautiverio durante toda su vida. En los procedimientos para
manejo y cria de los animales, deberian aplicarse el
concepto de las cinco libertades (libres de sed, hambre y
malnutricion, libres de incomodidad, libres de dolor, dafio y
enfermedad, libres para expresar comportamientos
normales y libres de miedo y angustia), concepto que se
introdujo por primera vez referido a los animales de granja
en 1965,” para asegurar el bienestar de los animales, a menos
que esto interfiera con el objeto cientifico. Se ha
argumentado, no obstante, que el fallo del concepto de las
cinco libertades es que no es necesario para el bienestar del
animal estar en absoluta libertad de hambre, frio, dolor o
miedo; tan solo deberia ser capaz hacer frente estos
problemas de manera efectiva para evitar el sufrimiento.”

En lo que respecta al bienestar animal, los factores
ambientales tales como el tamafio y estructura de las jaulas,
los niveles de NH, y CO,, la luz (intensidad, longitud de
onda, fotoperiodo y frecuencia del parpadeo), los sonidos, el
aire/ventilacion, la temperatura, la humedad relativa, los
olores, la presencia/ausencia de patogenos y la
presencia/interaccion humanas son tan importantes como
la presencia o ausencia de otros animales de la misma
especie, su sexo, y si el entorno es predecible y controlable.”
"*""La capacidad de adaptacion al nuevo entorno depende de
la filogenia (morfologia especifica de la especie, fisiologiay
comportamiento), y en la historia individual (aprendizaje
durante la ontogenia y la edad adulta). Los factores
ambientales ponen a prueba el equilibrio biologico del
animal al interferir con su homeostasis (experiencias
positivas y negativas), y si el animal no es capaz de
mantener su homeostasis mediante respuestas fisiologicas
y de comportamiento, con el paso del tiempo se desarrollara
estrés.”” El estrés puede definirse como la respuesta
biologica que tiene lugar cuando un individuo percibe una
amenaza (estresor) para su homeostasis, pero cuando el
estrés realmente constituye una amenaza para el bienestar
del animal, entonces el animal padece sufrimiento (“bad
estrés”)."”

La presencia o ausencia de determinados
comportamientos naturales (especificos de cada especie) se
emplea como indicador del bienestar animal. Por ejemplo,
cuando los mamiferos juegan se considera un indicador
fiable de su bienestar, ya que una de las caracteristicas
principales de este comportamiento es que no se percibe al
estar bajo condiciones estresantes.” El comportamiento
motivado junto con datos fisioldgicos pueden proporcionar
un indicador util de las prioridades animales y de la salud
fisica, y de los efectos del entorno, cria y procedimientos

experimentales que se llevan a cabo en el animal.”’

El entorno del los animales de laboratorio consiste en
una amplia gama de estimulos (factores ambientales fisicos
y sociales mencionados anteriormente) y deberia ajustarse a
las necesidades fisioldgicas y de comportamiento tales
como el descanso, la construccion de nidos, el escondite, la
exploracion, la busqueda de alimento, el mordisqueo y los
contactos sociales.’” En la practica, las condiciones
ambientales estandarizadas se utilizan para reducir las
variaciones entre animales del mismo grupo experimental y
entre diferentes estudios, facilitando la deteccion de efectos
del tratamiento y aumentando la reproducibilidad de
resultados en distintos laboratorios.” No obstante, esta
estandarizacion desarrollada para minimizar los efectos
ambientales incontrolados en los animales, puede ser una
fuente primaria de efectos patégenos (estresores). La
creencia actual es que la estructuracion apropiada de la jaula
y el entorno podrian ser mas beneficiosos que el proveer una
gran superficie, aunque es necesaria un area determinada
para proporcionar un espacio estructurado. Con excepcion
de para la actividad motriz (por ejemplo el juego), los
animales realmente no utilizan espacio, sino recursos y
estructuras dentro del 4drea para comportamientos
especificos.’ La manipulacion cuidadosa de los roedores de
laboratorio desde una edad temprana, junto con su
condicionamiento para procedimientos experimentales y de
cria, reduciran con toda probabilidad las respuestas de estrés
de forma considerable.” Puede conseguirse una sensacion
de seguridad proporcionando materiales manipulables y
adecuados para la construccion de nidos, lugares para
esconderse y compafieros de jaula compatibles.’ Por
ejemplo, las ratas son animales sociales y el aislamiento
puede tener efectos permanentes en su comportamiento y
fisiologia. Las ratas, cuando se las cria en un entorno
enriquecido con objetos tales como escaleras, pelotas, tubos
y cajas, desde el destete, son mejores en varias tareas de
aprendizaje, menos defensivas, muestran mayor
comportamiento explorador, y presentan una corteza
cerebral mas desarrollada y mayor densidad sinaptica que
las ratas criadas en condiciones estindar.""' El
enriquecimiento del entorno deberia comprender un
programa bien disefado y criticamente evaluado que
beneficie al animal asi como al resultado del experimento, y
deberia considerarse como un componente esencial del
programa general de cuidados del animal, tan importante
como lanutricién y el cuidado veterinario.’

Al considerar materiales utilizados como cama de las
cubetas, se ha demostrado que las ratas prefieren lechos que
puedan manipular, compuestos por particulas grandes
adecuadas para su uso como materiales para la
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construccion de nidos.” Sin embargo, las maderas blandas
(cedro rojo, pino canadiense o pino ponderosa) han
demostrado causar disminucion del tiempo de suefio y la
induccion de actividad, tanto en la fraccion supernadante
como en la microsomal del higado de las ratas Sprague-
Dawley , de enzimas que metabolizan farmacos, cosa que
no sucede con la madera de 4alamo.” Un suave
procesamiento hidrotermal puede eliminar muchos de los
componentes volatiles del aceite esencial de cedro,
reduciéndose, por tanto, el efecto inductor de citocromo
P450 hepatico.” Es por lo tanto fundamental tener un
conocimiento apropiado de los materiales.

Como se ha mencionado anteriormente, la interaccion
humana y los factores fisicos del entorno son parte de los
estimulos a los que se somete a diario a los animales de
laboratorio. Los factores ambientales de luz y ruido, junto
con lalimpieza de las cubetas y el transporte fueron objeto de
debate al crear instalaciones donde la mayoria de las ratas se
usan para experimentos de comportamiento y estudios sobre
elestrés. Laluzy el ruido fueron aspectos importantes en los
debates con ingenieros a nivel de la estructura fisica de las
instalaciones para el animal y su equipamiento. Las rutinas
de las instalaciones animales, tales como la limpieza de
jaulas y su transporte a una habitacion adyacente, son
procedimientos que normalmente no se tienen en cuenta
para el disefio experimental, pero que también tienen un
efecto en los animales de laboratorio. El presente estudio se
centrard en el impacto de la luz, el ruido, la limpieza de las
cubetas y el transporte interno en el bienestar y el estrés de la
rata de laboratorio, el segundo vertebrado mas utilizado en
investigacion.

Luz y vision

Laluz esun factor ambiental abidtico importante que influye
en el comportamiento y la fisiologia de los animales de
laboratorio. Los efectos de la luz se relacionan con aspectos
tales como la intensidad, la longitud de onda y la duracion
(fotoperiodo). Las ratas son animales nocturnos y estan
mejor adaptadas a la luz tenue.” " Inicialmente, los
experimentos de comportamiento y electrofisiologicos
indicaban que las ratas carecen de vision en color, pero mas
tarde se ha demostrado, mediante electroretinogramas y
prucbas de comportamiento, que las ratas podrian tener
vision dicromatica en color.” La retina de las ratas contiene
bastones y conos, pero solo tiene dos clases de conos, uno
que contiene un fotopigmento sensible al ultravioleta y otro
que contiene un pigmento extremadamente sensible a las
longitudes de onda medias del espectro visible. ** *' Un
sistema tiene su maxima sensibilidad fotdpica a una
longitud de onda de 510 nm, que desciende rapidamente a
longitudes de onda superiores a 560 nm (rojo-infrarrojo), y

el otro mecanismo fotdpico tiene su sensibilidad maxima a
una longitud de onda de 360 nm, cercano al rango
ultravioleta. '"*"*

Las variaciones en la intensidad de la luz se daran en el
interior de las cubetas de plastico transparente en estantes o
baldas, dependiendo de su posicion con respecto a la fuente
de luz, aunque la variacion es menor cuanto mas lejos estan
las jaulas de la fuente de luz."” Las ratas son en extremo
sensibles a la luz. A menudo se ha dado testimonio de dafio
de las retinas debido a la exposicion a la luz. Las ratas albinas
han desarrollado una mayor sensibilidad a la luz intensa, ya

que carecen de la pigmentacién normal de los ojos.”*

Laluzyelojodelarata

Aunque varios factores contribuyen a la hora de determinar
en qué medida se dafia la retina por influencia de la luz
(intensidad y duracién de la exposicion a la luz; longitud de
onda de la luz; edad de la rata, variedad y pigmentacion
ocular; antecedentes de exposicion a la luz del animal), se ha
informado de dafio de las retinas en ratas albinas a

23, 25, 26 .
" Un sistema

intensidades luminosas superiores a 60 Ix.
de pruebas de preferencia ha demostrado que, aunque el
efecto fuese mas pronunciado en las ratas albinas, tanto las
albinas como las pigmentadas preferian cubetas con una baja
intensidad luminica (<100 1x) por encima de aquellas con
una intensidad mayor (100-380 Ix).” Mediante el uso de
pruebas de evasion, Schlingmann et al.” han demostrado que
las ratas albinas evitan intensidades luminicas tan bajas
como 25 Ix, y que las ratas pigmentadas desde 60 Ix, pero las
habitaciones de los animales deben tener luz suficiente como
para que los técnicos puedan llevar a cabo labores de cuidado
animal. Los mismos autores han establecido un minimo de
210 Ix como suficiente para la salud y buen desarrollo del
trabajo del personal.” Por lo tanto es muy recomendable
proporcionar a las ratas un espacio para resguardarse del
exceso de luz.

Los ciclos de intensidad de luz (12 horas de luzy 12 de
oscuridad) bajo los que se cria a las ratas han demostrado
tener una influencia en la longitud del segmento exterior de
los bastones, la densidad de fotorreceptores, el indice de
regeneracion de pigmento visual en toda la retina, la
concentracion de acidos grasos y colesterol en el segmento
exterior de las membranas fotorreceptoras y la capacidad
antioxidante de la retina de la ratas. Las retinas de las ratas
criadas bajo ciclos de luz de alta intensidad (por ejemplo 400
Ix) adquirieron caracteristicas que las hacian menos
susceptibles al dafio infligido por la luz cuando se las
comparaba con ratas criadas bajo ciclos de luz de baja
intensidad (por ejemplo 6 1x). Tales caracteristicas incluian
un numero reducido de células fotorreceptoras, longitud
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reducida del segmento exterior y concentracion reducida de
pigmentos, niveles inferiores de 4acidos grasos
poliinsaturados y mayores capacidades antioxidantes.” ™'
El dafio de las retinas, inducido por la luz, se desencadena
por la decoloracién de la rodopsina, y las ratas albinas han
demostrado adaptarse a cambios en la intensidad de la luz en
el entorno ajustando la cantidad de rodopsina por retina.™*
Case y Plummer” indicaron que la retina adulta responde a
entornos con diferente iluminacién mediante un cambio,
relativamente rapido, en el tamafio de los segmentos
fotorreceptores, mediante un gran cambio progresivo en el
nimero de sinapsis y por otro gran cambio progresivo pero
mas lento en el tamafio de las terminaciones nerviosas
fotorreceptoras.

El historial previo de exposicién alaluz al que hasido
sometido el animal, también influye en la respuesta de las
retinas a la luz. Ratas criadas con luz tenue han demostrado
exhibir un aumento, directamente proporcional a la edad,
en la susceptibilidad al dafio de las retinas originado por la
luz, mientras que las ratas criadas en la oscuridad eran
susceptibles al dafio, independientemente de la edad.”*

El dafio de las retinas ha demostrado ser mayor en
ratas expuestas a una dosis de luz intensa durante su periodo
nocturno que en ratas expuestas al mismo tratamiento de luz
durante su periodo diurno (dafio circadiano por luz de la
retina).” El mecanismo que propicia la susceptibilidad al
dafio de la retina por luz parece implicar un proceso

apoptotico de muerte de las células visuales.” ™ *

Una sola
exposicion, relativamente corta a luz intensa, puede causar
una pérdida de células fotorreceptoras, inducida por
oxidacion, de forma circadiano-dependiente.” De forma
ideal, las ratas de laboratorio deberian mantenerse en el
mismo ciclo de luz e intensidad durante toda su estancia en
el laboratorio con el objeto de evitar los cambios
fisiologicos y los dafios mencionados anteriormente.
Mantener un entorno luminoso estandarizado para los
animales contribuiria a su bienestar y a la posibilidad de
reproducir los resultados experimentales.

Luz, comportamiento y fisiologia

La actividad y comportamientos animales también se ven
influenciados por la intensidad luminosa del entorno. El
indice de defecacion (PVG/C) en “hooded rats’(ratas
bicolor o encapuchadas) puede aumentarse bajo
iluminacion intensa (proporcionada por una bombilla de
150 W suspendida y centrada en lo alto de un laberinto en
forma de “Y” rodeado por una cortina gris de 1,37 x 1,37 x
1,22 m de altura)."* *
juegos sociales de ratas Wistar Han macho jévenes,

La luz intensa (572 1x) suprimia los

habituadas a condiciones de luz tenue. En los test con luz

intensa, no habia signos de luchas o peleas, y las
persecuciones habian disminuido de forma significativa.”
Estos comportamientos de juegos sociales son importantes
para el desarrollo (social) de los animales, los cuales
aprenderan una tarea para poder tener la oportunidad de
jugar. Las ratas prefieren jugar en lugares resguardados,” de
los que apenas se dispone bajo condiciones de luz intensa.”
La presencia de objetos de enriquecimiento ambiental que
proporcionen cobijo puede, por lo tanto, ser importante,
creando areas con intensidad luminosa reducida dentro de la
cubetay permitiendo que las ratas se escondan.

Es dificil separar los efectos debidos a la intensidad de
la luz de los causados por diferentes longitudes de onda, y
no se dispone de muchos datos cientificos sobre el efecto del
color de la luz en animales de laboratorio, lo que en
ocasiones también puede ser problematico.'*” Sin embargo,
se ha demostrado que la luz roja fluorescente sirve como
sincronizacion para ratas a las que se mantiene a oscuras, "
incluso con intensidades de luz inferiores a 1 Ix.”* Se ha
demostrado que puede alterarse el momento de la ovulacion
por la luz roja, lo que sugiere que el ritmo circadiano de
secrecion de hormona luteinizante (LH) podria verse
modificado por dicha luz.” Sin embargo, la luz de este color
sigue usandose como oscuridad (por ejemplo en estudios de
comportamiento). Se ha demostrado en ratones, que la
actividad motriz voluntaria en las ruedas, estd influenciada
por luces de diferentes colores." La luz roja podria tener un
efecto en el comportamiento y fisiologia de los animales, lo
que hizo que Wersinger y Martin® recomendaran a los
investigadores, que llevan a cabo estudios sobre
comportamientos sociales, que no den por sentado que los
roedores de laboratorio no son capaces de detectar luz roja
tenue y que minimicen la exposiciéon de animales a
cualquier tipo de luz durante el periodo de oscuridad.

Durante los periodos de luz, la luz fluorescente que
normalmente se usa en animalarios, proporciona un rango
mas limitado de longitudes de onda que la luz solar; por lo
tanto, usar bombillas de luz fluorescente de espectro
completo podria considerarse una manera de proporcionar
un entorno de luz mas natural en el laboratorio.

La luz es la sefial ambiental méas importante para
regular el patron temporal de los comportamientos animales
y de su fisiologia, ya que regula los ritmos circadianos y
estimula y sincroniza los ciclos de reproduccion.” El nticleo
supraquiasmatico del hipotdlamo (NSQ) contiene el
regulador primario del ritmo circadiano en los mamiferos, y
la actividad neuronal del NSQ estd directamente regulada
por la luz ambiental a través del tracto retinohipotaldmico
(via pineal/pituitaria/hipotaldmica-neuroendocrina,

empezando en los fotorreceptores de laretina)."**
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Ciclos de reproduccion

Se ha demostrado que la duracion del ciclo estral en las
ratas, esta afectado por cambios en las proporciones
luz:oscuridad (L:0) del ciclo que se utilice."” También, el
momento de la ovulacion y la duracion de la gestacion en
ratas, estan afectados por el ciclo L:O bajo el que se crie alos

. 10,45
animales.

Se ha referido, que la exposicion nocturna de
hembras Sprague-Dawley a luz de intensidad minima,
produce una incidencia sustancial de cambios ovaricos, lo
que sugiere que la incidencia de atrofia ovarica observada
por los autores en un estudio previo podria haber sido debida
a una exposicion temporal a luz nocturna indirecta de

intensidad minima.*
Ritmos circadianos

Se ha demostrado que la exposicion continua a luz
intensa, suprime severamente los ritmos circadianos del
ciclo actividad-suefio, bebida, movimiento, presion
sanguinea, frecuencia cardiaca (RC) y temperatura corporal
(TC),”™ que estan regulados por el NSQ.” * Se ha
demostrado que el alojamiento en condiciones de luz
constante (LL) aumenta los niveles de corticosterona en
ratas machos y hembras, y se usa como modelo
experimental de estrés cronico.™*

Como se mencionaba anteriormente, en ratas adultas,
tras una larga exposicion a LL, la frecuencia circadiana
desaparece, al igual que los ritmos de actividad motriz,
TC,”* melatonina plasmatica™ y hormonas sexuales.” Sin
embargo, si previamente han sido expuestas a LL durante el
periodo de lactancia, se ha demostrado que las ratas albinas
adultas presentan ritmo circadiano de actividad motriz.”
Un periodo critico para la sensibilidad y la capacidad de
adaptacion a factores externos en ratas, parece estar situado
en la mitad del periodo de lactancia.” La luz recibida
durante la lactancia afecta la intensidad de accidon del
regulador circadiano y su sensibilidad a la luz.™ Las
condiciones de iluminacién a las que estan expuestos los
animales recién nacidos son de gran importancia, ya que
afectaran el sistema circadiano y condicionaran la
adaptacion posterior del animal adulto a las condiciones
externas en las que viva.

También se ha demostrado que la duracion de los
periodos en el ciclo luz/oscuridad bajo el que se mantiene a
las ratas influye sobre el peso corporal y el consumo de
alimentos en machos jovenes de rata Wistar.” Un cambio en
el ciclo de luz (reduciendo el fotoperiodo o cambiando la
horas de encendido y apagado de luces) induce un cambio
en los ritmos circadianos de presion sanguinea, RC, y
actividad motriz espontanea en ratas con libertad de

movimiento, que puede tardar hasta una semana en
sincronizarse totalmente con el nuevo fotoperiodo.” "'

Ratas Sprague Dawley y ratas espontaneamente
hipertensas alojadas en cubetas individuales, a las que se
implantdé un transmisor radiotelemétrico presentaban
disminucion de la RC basal al alojarlas bajo iluminacion de
10 Ix o en un fotoperiodo L:O de 8:16 horas con una
iluminacion de 200 Ix, en comparacion con las alojadas bajo
un ciclo de luz de 12:12 con una iluminacion de 2000 Ix.
Aunque el patron de efectos fue diferente seglin la variedad
y sexo de las ratas, Azar et al.” concluyeron que alojar ratas
bajo 12:12 horas L:O y luz ambiental de 200 Ix era
potencialmente estresante. La adaptacion de las ratas a la
reduccion del fotoperiodo parece mejor cuando se amplia la
oscuridad de forma simétrica al amanecer y al atardecer.”
Puede estar recomendado el uso de sistemas que hagan que
la luz sea mas tenue en las habitaciones para ratas con el
objeto de simular el anochecer entre los ciclos de luz y
oscuridad”, aunque no se dispone de mucha informacion
que compare los cambios fisioldgicos y de comportamiento
en las ratas tras el apagado inmediato de las luces
comparado con la transicion gradual de la luz a la oscuridad
y viceversa. El uso de temporizadores que proporcionasen
una transicion gradual imitarian mejor la luz natural al
amanecer y anochecer, lo que se ha sugerido como
preferible para estudios sobre el comportamiento social de
especies crepusculares.”

La efectividad de los estimulos luminosos en las
alteraciones del reloj circadiano diurno puede modificarse
mediante el aprendizaje y acontecimientos en el entorno que
de manera fiable predicen la apariciéon de la luz.” Los
estimulos luminosos pueden adquirir un significado
negativo al acompafarse de forma sistematica de
acontecimientos adversos, y por lo tanto no lograr
proporcionar los estimulos Optimos para relacionar los
ritmos circadianos.”

Enresumen, la luz ambiental es un factor fundamental
con un impacto importante en la fisiologia y
comportamiento de la rata de laboratorio, y deberia ser un
factor bien controlado a la hora de establecer las
condiciones de alojamiento. El fotoperiodo deberia ser
estable para contribuir tanto al bienestar del animal (por
ejemplo, evitando la angustia, alteraciones del
comportamiento, dano de las retinas y supresion de los
ritmos circadianos) como a unos buenos resultados
experimentales. Las ratas albinas evitan areas con niveles de
luz superiores a 25 Ix, y tal y como recomiendan las guias de
trabajo europeas (Convencion Europea para la proteccion
de animales vertebrados utilizados para experimentacion y
otros fines cientificos: Apéndice A, Convencion del
Consejo de Europa ETS 123), el alojamiento del animal
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deberia estar sometido a una intensidad de luz baja
(suficiente para llevar a cabo los procedimientos de
reproduccion e inspeccion de los animales,” por ejemplo
cerca de 210 Ix a la altura de trabajo) y deberian
proporcionarse areas mas oscuras o escondites dentro de las
jaulas (por ejemplo tubos o refugios para proporcionar a las
ratas algo de control con respecto a su exposicion a la luz).
Las jaulas que se encuentren en los estantes mas altos
podrian estar expuestas a demasiada luz, y deben recibir
especial atencion.

Sonido, audicién y vocalizaciéon

Los efectos del sonido sobre la fisiologia y comportamiento
animal dependen no solo de su intensidad (o volumen),
medida en decibelios (dB); su frecuencia, medida en hercios
(Hz); y su duracion y patron (incluyendo el potencial de
vibracidn), sino también de la capacidad auditiva de la
especie y cepa del animal, la edad y estado fisioldgico en el
momento de la exposicion, sonidos a los que haya estado
expuesto el animal durante su vida (antecedentes de
exposicion al ruido del animal) y a la capacidad de predecir
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los estimulos acusticos.

Los sonidos con significado a
unos niveles de intensidad relativamente bajos pueden tener
un efecto considerable en la fisiologia y comportamiento
del animal al implicar el sistema limbico y centros
superiores implicados en la determinacion del contexto y

significado.”

Sensibilidad auditiva

Los roedores tienen un espectro de sonidos audibles
diferente, con sensibilidad maxima para frecuencias que
son inaudibles para los humanos. Los humanos perciben
frecuencias de entre 20 y 20.000 Hz, de las cuales, las
importantes para el habla estan entre 400 y 4.800 Hz. Los
roedores no solo producen sonidos que podemos oir, sino
que también pueden escuchar y producir sonidos con
frecuencias inaudibles para los humanos (por encima de
20kHz), percibiendo sonidos de hasta 80 kHz." ™" Se han
empleado diferentes métodos para determinar el rango
auditivo de los animales de laboratorio, y los resultados
presentados en la literatura al respecto son muy variados.*
"' Mediante el uso de una combinacién entre
condicionamiento operante y el método psicofisico del
estimulo constante, Gourevitch y Hack determinaron que
region de frecuencia de mayor sensibilidad auditiva para la
rata, aproximadamente 1 octava de amplitud, estad
localizada cerca de los 40 Hz (frecuencia a la que la rata es
mas sensible). En este estudio, se entrenaba a ratas Wistar,
privadas de agua, a responder a un tono presionando una

barra para obtener agua como recompensa
(condicionamiento operante). El método de estimulos
constantes se aplico variando al azar la intensidad de la sefial
de presentacion a presentacion, entre cinco intensidades
seleccionadas en base a mediciones previas, de modo que la
seflal mas fuerte era casi siempre audible para la rata y la
sefial més débil era raramente audible.” Kelly y Masterton
refirieron un rango auditivo de 250 Hz a 80 kHz a 70 dB
(SPL) para ratas albinas (Sprague-Dawley) mediante el uso
de latécnica de supresion condicionada: primero, se privaba
de agua alos animales en su jaula, y después se les entrenaba
para lamer una tetina de agua, como refuerzo, en el sistema
disefiado para la prueba; posteriormente, se entrenaba a los
animales a asociar un tono de 10 segundos con una descarga
en la pata, hasta que el tono proporcionaba una respuesta
paralizante que impedia lamer el agua: esta paralisis o
imposibilidad para lamer era entonces utilizada como
indicador de la capacidad del animal para oir un tono. Las
pruecbas de comportamiento han determinado que la
sensibilidad auditiva absoluta de la rata es inferior a 10 dB
SPL a 38 kHz.” Mediante el uso de técnicas de
comportamiento y electrofisiolégicas, Borg” establecio que
el grado mas alto de sensibilidad auditiva absoluta de las
ratas albinas esta en torno a 12-24 kHz, siendo el limite
auditivo mas alto 50 kHz. El audiograma de
comportamiento de la rata Norway encapuchada (hooded
rat) estaba determinado por frecuencias de 250 Hza 70 kHz.
Aun nivel de 60 dB SPL, los limites de baja frecuencia son
530 Hz para las ratas encapuchadas y 400 Hz para las
albinas. En el otro extremo, los limites de alta frecuencia son
de 68 kHz para las ratas encapuchadas, con una estimacion
de 76 kHz para las albinas. Heffner et al.” no detectaron
efectos del albinismo, ya que no habia diferencias en los
audiogramas entre ratas Norway albinas o pigmentadas
(Rattus norvegicus). El audiograma de las ratas, comparado
con el de los humanos, se caracteriza por una baja capacidad
para detectar frecuencias bajas (inferiores a 500 Hz) y una
mejor capacidad para detectar frecuencias elevadas (por
encima de 8.000 Hz).”

Existen diferencias en la estructura de los distintos
tipos celulares en el oido interno entre R. norvegicus
pigmentadas y albinas. También se han relacionado las
diferencias en la sensibilidad auditiva con las diferencias de

: 67,68,71,76,77
edad, cepa y origen.

Por ejemplo, la rata de la cepa
Fisher 344 (F344) presenta una sensibilidad auditiva muy
diferente comparada con el cruce hibrido F1 entre la F344 y
la rata Brown Norway (FBN). Las ratas F344 muestran
aproximadamente 20 dB superiores de audicién a bajas
frecuencias (4 kHz), mientras que las ratas FBN muestran
aproximadamente 20 dB superiores de audiciéon a altas

frecuencias (32 kHz).” También se han registrado
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diferencias de edad en la capacidad auditiva de las ratas; se
ha detectado que las primeras respuestas auditivas a través
de los nervios y el bulbo raquideo comienzan en crias de rata
de 7-8 dias de edad. La sensibilidad auditiva de las ratas
aumenta con la apertura del conducto auditivo a los 12-14
dias de edad y alcanza umbrales adultos alrededor de los 20-
22 dias.” ™ Se ha demostrado que el oido interno de las crias
de rata posee una susceptibilidad méxima al trauma acustico
a los 22 dias de edad, tras la exposicion continua a ruido
blanco (ruido cuya energia sonora se incrementa 3dB al
aumentar una octava) de 120 dB SPL durante 30 minutos.”
* La privacion auditiva también puede tener importantes
efectos en la capacidad auditiva del animal. Algunos
estudios han sugerido que existe un periodo sensible, entre
los dias 10 y 16 posteriores al nacimiento (incluyendo la
apertura del conducto auditivo), durante el cual, el
desarrollo adecuado de algunas partes del sistema auditivo
de la rata (concretamente los nucleos cocleares dorsal y
ventral) podria requerir estimulaciéon actistica.” Poon y
Chen®” demostraron que la exposicion a series de tonos
mejoraba la capacidad de los animales para procesar dichos
tonos.

Vocalizacion/comunicacion

Como sabemos, las ratas no solo reaccionan a sonidos, sino
que también los transmiten. La emisioén de ultrasonidos es
una via de comunicacion importante utilizada por las ratas
en diversas situaciones, pero también pueden vocalizar por
debajo de 20 kHz. Se han detectado ultrasonidos durante
interacciones agresivas, relaciones sexuales, cuidados
maternales y durante situaciones estresantes (por ejemplo
manipulacion, dolor o presencia de un depredador), y se
detectaron vocalizaciones por debajo de 20 kHz en
interacciones agresivas, durante los primeros dias de vida o
al sentir dolor.”*"**

La mayoria de los ultrasonidos se emiten a una
frecuencia de 21-32 kHz y de este modo, se denominan
llamadas de 22 kHz." * Sales” ha descrito las dos
principales vocalizaciones ultrasonicas durante
interacciones agresivas entre machos: una sefial corta entre
40y 70 kHz y una larga entre 23 y 30 kHz. Al observar el
comportamiento de las ratas, Sales propuso que las
vocalizaciones largas indicaban comportamiento sumiso
(por parte del intruso), mientras que las cortas representaban
agresividad por parte del macho residente. Algunos estudios
dan testimonio de llamadas de 22 kHz asociadas con una
disminucioén en la respuesta al comportamiento agresivo de
la rata residente y de la inhibicion del ataque, pero en otros
estudios se ha encontrado que la rata sumisa emitia tanto
llamadas largas (22 kHz) como cortas (50 kHz) y algunos

grupos no han podido encontrar una correlacion entre la
inhibiciéon de comportamiento agresivo y la vocalizacion

SO 67, 85
ultrasonica.

También se ha demostrado que las hembras
de rata emiten llamadas ultrasonicas tanto de alta (32-60
kHz) como de baja frecuencia (20-32 kHz) durante
encuentros con machos, aumentando el indice de llamadas
de alta frecuencia durante el estro. Se demostré que los
ultrasonidos de baja frecuencia eran mas cortos en duracion
y mas altos en frecuencia en relacion con los emitidos por
los machos en condiciones similares.™

Grupos de tres machos y dos hembras de ratas Long-
Evans, alojadas en un sistema de madriguera visible,
mostraron niveles altos de gritos ultrasonicos de 18-24 kHz
cuando se les ponia en presencia de un gato (depredador).
Estos gritos fueron emitidos tanto durante la presentacion
del gato como en los 30 minutos posteriores a la retirada del
mismo, momento en que las ratas preferian “esconderse” en
el sistema de tineles. En el mismo estudio, cuando se
confrontaron a ratas, alojadas de forma individual, con el
gato, con o sin un lugar donde esconderse, no se detectaron
apenas vocalizaciones. Blanchard et al.” sugirio que la
emision de vocalizaciones ultrasonicas durante y después
de la exposicion a un depredador estan en gran parte
facilitadas por la presencia de otros animales familiares, y
podrian servir como gritos de alerta.

Tanto los machos como las hembras emiten
ultrasonidos durante la copula. Se determind que las
llamadas sexuales ultrasonicas estaban divididas en
llamadas de 22 y 50 kHz. Las de 22 kHz se emiten antes y
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después de la eyaculacion.”” * Barfield y Geyer"”
describieron las llamadas de las ratas macho como pulsos
regulares de 1-3 segundos de duracion, 22-23 kHz de
frecuencia y una intensidad que puede aumentar hasta 80
dB. Se ha demostrado que las hembras producen
vocalizaciones cortas (10-200 ms) de 40-70 kHz durante la
copula.” Las hembras de rata emiten diferentes ultrasonidos
durante todo el ciclo estral. Como respuesta a un macho
sexualmente experimentado y desvocalizado, se demostrd
que el marcaje por olor y las llamadas de apareamiento
ultrasénicas de 50 kHz, en hembras de rata Long-Evans,
cambiaban de frecuencia a lo largo del ciclo, siendo ambos
comportamientos mas manifiestos durante el proestro y
primeras fases del estro, lo que podria indicar que la
vocalizaciéon es un factor importante para coordinar la
reproduccion.” También se ha sugerido que las llamadas del
macho de 22 kHz anteriores a la eyaculacion también son
importantes para evitar el comportamiento antagoénico de
las hembras y para estimular su respuesta sexual.”

Las hembras prefiadas emiten mas ultrasonidos
que las que no lo estan, y se ha establecido una variacién
diurna para ambas, durante la cual se emiten mas sonidos en
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la oscuridad que en las horas de luz.” La relacién madre-cria
implica la emision de sonidos, desde lo audible a los
ultrasonidos. Las crias emiten llamadas ultrasonicas de
angustia en respuesta al frio, aislamiento o estimulacion
tactil inusual.” Las llamadas son emitidas por crias de rata
cuando la madre las manipula o traslada. La manipulacién
tactil inusual también puede producir vocalizacion. Durante
la manipulacion, la llamada de las crias es audible desde el
dia 2 en adelante, evolucionando mas tarde tanto a la
emision de sonidos audibles como ultrasonicos, y el dia 10
solo de ultrasonidos.”

Cuando analizaron la respuesta de las ratas a dos tipos
de vocalizacion ultrasonica (50 y 22 kHz) en un test de
escondite/aparicion, Burman et al.” sugirieron que las ratas
utilizan vocalizaciones ultrasonicas diferentes para indicar
un estado emocional positivo (50 kHz) o negativo (22 kHz).
Las ratas que recibieron una respuesta a las vocalizaciones
de 22 kHz mostraron una mayor reticencia a salir y pasaron
menos tiempo total en el espacio descubierto que aquellas
que recibieron repeticiones de ruido de fondo, lo que sugiere
un estado de mayor ansiedad, por lo tanto, los autores
sugirieron que la vocalizacion de 22 kHz pueden inducir un
estado emocional negativo en las ratas que lo escuchan, y
podria, por lo tanto, ser util como indicador de bienestar
pararatas alojadas en grupo.”

Debido a su corta longitud de onda, el ultrasonido no
puede penetrar bien barreras fisicas y no traspasa una cubeta
de plastico estandar, lo que podria proteger a los roedores de
los ultrasonidos ambientales (dependiendo de la estructura
de la cubeta), excepto durante el cambio de las mismas u
otros procedimientos que impliquen abrir la cubeta.”

También se ha estudiado la emision de sonidos por
ratas bajo situaciones estresantes. Por ejemplo, la
manipulacién ordinaria de las ratas motiva tanto llamadas
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Las llamadas ultrasonicas se

audibles como ultrasoénicas.
detectaron cuando los machos fueron acariciados con
suavidad en la cabeza, cuello, costados del tronco o cola
(recibiéndose la mayor reaccion al manipular la parte dorsal
del cuello y siendo la cola la parte menos sensible).”” La
respuesta a la manipulaciéon humana consistia en multiples
series de largas llamadas de 22 kHz. Se demostré que el
numero de vocalizaciones ultrasonicas (de entre 21 y 32
kHz) de ratas Wistar Han, en respuesta al contacto con la
mano, estaba significativamente influenciado por su
régimen de alojamiento (individual frente a agrupados).
Solo el 60 % de las ratas alojadas en grupo emitid
ultrasonidos durante la primera sesion de breve contacto
con manos, comparado con el 100 % de las ratas alojadas
individualmente. De una sesidn a otra, las ratas se
acostumbraban con rapidez, hasta la desaparicion de la
respuesta. Brudzynski y Ociepa” sugirieron que esta rapida

adaptacion indica que la respuesta de angustia (vocalizacion
ultrasdnica de las ratas) podria estar causada por un peligro
o amenaza potencial para el animal, y que no refleja
necesariamente incomodidad o dolor fisicos. También se
han registrado en la literatura al respecto las vocalizaciones
inducidas por el dolor. Por ejemplo, la estimulacion
eléctrica de la cola o las patas devolvia vocalizaciones tanto

audibles como ultrasonicas a 20-35 kHz.”*

Se comprobd
que los estimulos acusticos, que inducen una respuesta de
alarma, también producen vocalizaciones ultrasonicas en la
rata. Los estimulos acusticos que generan alarma
produjeron llamadas ultrasonicas continuas, emitiendo
largas vocalizaciones (0,5-1,2 s) ultrasonicas (22 kHz) el
50-70 % en los machos de Wistar. Al comparar el desarrollo
de vocalizacion de esta rata con el comportamiento de
paralisis, en experimentos de condicionamiento del miedo,
Kaltwasser’” concluyé que los estimulos que generan
alarma podrian inducir un estado de miedo en larata.

Efectos auditivos del sonido

Al considerar las influencias del ruido en la fisiologia y
comportamiento de los animales de laboratorio, se han
referido y revisado en literatura tanto efectos auditivos
(dafio en el oido) como no auditivos.” " ™ * * La
exposicion a ruido intenso puede dafiar la céclea y el oido
interno y ocasionar una cascada de de efectos auditivos a lo
largo de todo el sistema auditivo central. La susceptibilidad
a la pérdida de audicion inducida por el ruido depende de la
especie y cepa, y ha demostrado estar genéticamente
determinada en cepas de ratones consanguineos.” La
exposicion a patrones de estimulos uniformes puede llevar,
con mayor probabilidad, a la pérdida auditiva, mientras que
la exposicion a patrones irregulares puede causar problemas
debidos a la activacion del sistema neuroendocrino.” Como
se menciond anteriormente, las crias de rata son mas
sensibles al dafio auditivo antes de los 22 dias de vida,
durante el periodo de diferenciacion de las estructuras del
oido.” También se ha informado del deterioro de la funcién
auditiva relacionada con la edad en ratas, no solo como una
consecuencia natural de la edad, sino también como

resultado de estimulos de ruido."™ """

Se ha referido pérdidas
de audicion en ratas de edades entre 20-25 meses,
originandose la mayor pérdida de la que se tiene constancia
con rangos de frecuencia entre 24 y 40 kHz.”" """ El ruido
ambiental constante también puede tener consecuencias
negativas para el desarrollo normal del sistema auditivo de
los animales al enmascarar las vocalizaciones y otras
fuentes de sonido.”

Las convulsiones audidgenicas también pueden ser
otro posible efecto del sonido. Un animal con estos
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trastornos ocasionados por el sonido puede agazaparse,
temblar y cambiar su comportamiento (por ejemplo, en el
aseo) después de un estimulo auditivo. Este estado es
inmediatamente seguido por carreras incontroladas y
convulsiones que implican episodios ténicos y clénicos.'”
Estos ataques pueden dar lugar a efectos estresantes en las
ratas. D'Amour et al. demostraron que la induccion de
multiples convulsiones (15-20 en un dia) tenian efectos en
la fisiologia de la rata, produciendo un aumento en el peso
de las glandulas adrenales en relacion con el peso corporal.
Esto no sucedia con la induccién de una tnica convulsion.'®
En un estudio llevado a cabo por Duncan, se pesaron y
analizaron en busca de acido ascorbico, colesterol y
corticosteroides las adrenales de ratas albinas sacrificadas
después de convulsiones provocadas una o varias veces al
dia. Se hallaron hipertrofia adrenal y un aumento de los
corticoesteroides en respuesta a estrés recurrente, y
descensos en el colesterol y acido ascorbico y aumento en
corticosteroides como respuesta aguda a estrés

. o 104
audiogénico.

Se ha demostrado que las “convulsiones
hiperbaricas del oxigeno™ de las ratas, estan causados por el
volumen del silbido producido por el oxigeno al entrar en la
camara donde estaban alojados los animales, combinado
con la poca cuidadosa manipulacion de los mismos, siendo
por lo tanto una consecuencia de estrés por ruido y
manipulaciéon.'” Hay diferencias en cuanto a la
susceptibilidad a los convulsiones audiogénicas entre
diferentes cepas de roedores (susceptibilidad
genéticamente determinada), pero cepas no susceptibles
pueden hacerse susceptibles mediante la exposicion a
estimulos particulares durante un periodo critico del
desarrollo postnatal. Se demostro que someter a ratas Long-
Evans a ruido intenso durante el desarrollo postnatal
subsecuente a la funcion auditiva, generaba susceptibilidad
a las convulsiones. Se expuso a las ratas a tonos de 125 dB
SPL 10 Hz con 14-36 dias y se probo con ruido blanco a los
14 o 19 dias siguientes a la exposicion. Todas las
combinaciones ocasionaron susceptibilidad. Todos los
sujetos mostraron clonus a intensidades de 120 dB, aunque
algunos comportamientos convulsivos podian mostrarse a
100 dB. La prueba repetida de 120 dB incrementaba la
latencia y duracion de clonus, y la duracion total de las
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carreras.

Efectos no-auditivos del sonido

En la literatura se describen varios efectos no auditivos del
ruido. El nivel de ruido en laboratorios puede ser suficiente
para actuar como agente estresante. El ruido activa la
division simpatica del sistema nervioso autdénomo,
produciendo una respuesta de estrés con caracteristicas

fisiologicas similares a aquellas desencadenadas por otros
estimulos sesitivos.” El ruido intenso puede causar
alteraciones en los sistemas gastrointestinal, inmunolégico,
reproductivo, nervioso y cardiovascular, en el nimero de
células sanguineas, asi como cambios en el desarrollo,
niveles hormonales, estructura adrenal, metabolismo, peso
de los organos, ingesta de alimento, peso corporal y
comportamiento. Varios autores han informado de estos
descubrimientos y los han revisado.'™ “* ™ * " A
continuacion se presentan algunos ejemplos de efectos no-
auditivos del ruido en ratas de laboratorio.

Se demostrd un descenso en el aumento de peso e
ingesta de alimentos en ratas macho Wistar sometidas a
estrés por ruido (15 minutos de exposicion diaria a un tono
de 2640 Hz, 30 W)."” Las ratas Wistar expuestas, en una
camara acustica, a 1,5 horas/dia, de ruido blanco a
intensidades de 107-112 dB mostraron pesos de glandulas
adrenales aumentados, al compararlas con los animales
control sometidos a 60 dB (nivel de ruido de fondo). Las
ratas expuestas a ruido de alta intensidad habian aumentado
sus niveles totales de leucocitos y una eosinopenia relativa.
Durante los seis dias de exposicion al ruido, las ratas
ganaron un 15 % menos de peso que las de control."” Se ha
informado de un aumento en la vasoconstriccion y el RC
como efectos no auditivos del sonido en ratas (revisado en
Turner et al.”). Morseth et al. Mostraron un aumento en la
presiéon sanguinea en hembras de rata normotensas
expuestas a diario a ruido blanco (a 67-124 dB) durante 8
horas, durante un periodo de dos semanas. Sin embargo, no
se percibid ninglin cambio en la presion sanguinea después
de la exposicion de 10 h al dia de sonido de entre 85y 105
dB, durante toda la vida (mas de 2 afios), lo que podria ser
una consecuencia de la adaptacion.” "

Muchos estudios han mostrado niveles alterados de
hormonas en respuesta a la exposicion al ruido. Por
ejemplo, aumentos en los niveles de norepinefrina,
colesterol y corticosterona. El aumento en los niveles de
hormonas del estrés sugiere una activacion inducida por el
ruido del eje hipotalamo-hipoéfisis-adrenal (eje HPA), lo que
podria causar varios problemas relacionados con niveles
anormalmente altos de hormonas circulantes del estrés.”
Armario et al. estudiaron los efectos del ruido agudo y
cronico en los niveles de suero de hormonas hipofisiarias en
machos de rata Wistar. Encontraron que los estimulos de
ruido agudo aumentaban los niveles de corticosterona,
prolactinay LH en suero, y que disminuia la hormona de
crecimiento (HC), mientras que la hormona foliculo
estimulante no se veia afectada por este agente estresante. El
ruido cronico no modificaba los niveles basales de ninguna
hormona estudiada; sin embargo, la respuesta de algunas
hormonas al mismo estimulo se veia alterada: se observaron
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respuestas reducidas al sonido de corticosterona, prolactina
y HC después de la exposicion cronica previa a ese

1

estimulo."' Se hallo que los niveles de testosterona

circulante habian aumentado en ratas Wistar sometidas a
ruido agudo (1 h, 85 dB)."” También se observé una rapida
duplicacion de los niveles de corticosterona en plasma (que
duraron 2-4 h) como resultado de golpear las jaulas
metalicas.'” Mas recientemente, Burow et al. mostraron un
aumento dependiente de la intensidad del ruido en la
hormona adenocorticotrofina y corticosterona plasmatica
(productos del eje HPA) en ratas Sprague-Dawley en
respuesta a la percepcion de la amenaza de ruido a volumen
elevado, con niveles que empezaban a aumentar a
aproximadamente 85 dB (a). En este estudio, se exponia a
las ratas al ruido durante 30 minutos, pasando de 80 dB (A) a
110dB (A) (SPL) en incrementos de 5 dB (A). La induccion
de c-fos mARN (un marcador de la actividad cerebral
regional) era muy baja en los cerebros control y los grupos
de 80 dB (A), pero varias regiones cerebrales presentaban
una induccion de este marcador relacionada con la
intensidad."

La funcion reproductiva de las ratas también puede
verse afectada por el sonido. Zondek' demostré que la
exposicion de ratas a ultrasonidos de 50-80 kHz a 80-90 dB
durante los cuatro dias que dura el periodo de apareamiento,
reducia la fertilidad en el 73,2 % y la productividad en un 84
%. La exposicion a 100 dB de 3-12 kHz durante un minuto
durante los cuatro dias de copula reducia la fertilidad en un
70-80 %.

También se ha informado de problemas del suefio
inducidos por ruido ambiental. Los cambios en los patrones
de suefio fueron detectados en ratas Long-Evans
pigmentadas después de exposicion crénica a ruido
ambiental (similar a ruido de trafico y trenes: con una
amplitud de una octava de entre 20 y 3000 Hz) compuesto
de un ruido de fondo de 70 dB y de varios ruidos
impredecibles de una intensidad media de 88 dB. Una
exposicion cronica a este ruido ambiental (9 dias) restringid
las cantidades de suefio de ondas lentas (SOL) y suefio
paraddjico (0 REM) y fragmento estas dos etapas de suefio

sin efecto de adaptacion. Rabat et al."* "’

también hallaron
pruebas para la existencia de subpoblaciones de ratas que
son resistentes o vulnerables a estos efectos del ruido
ambiental y especialmente en lo que concierne a cantidades
de SOL, numero de episodios y duracion de los mismos.

Un ejemplo de interferencia del sonido con el
metabolismo fue el demostrado por Friedman et al.,™
quienes hallaron que los niveles de lipidos (triglicéridos) en
el plasma eran el doble en ratas a las que se les habia
administrado alimentos ricos en grasas durante un ruido

blanco continuo de 102 dB con un segundo ruido

intermitente de 114 dBy 200 Hz.

También se ha demostrado que la exposicion al ruido a
volumen elevado tiene efectos celulares. Por ejemplo, se
han dado casos de alteraciones ultraestructurales en el
miocardio'” y glandulas adrenales'™ de ratas Wistar
expuestas a ruido con volumen elevado (100 dB) durante 12
h. Se demostrd que estos cambios afectaban principalmente
a las mitocondrias y a los reticulos endoplasmaticos. Se
demostr6 también, que el dafio del ADN en los organulos
mencionados estaba relacionado con esta exposicion a altos

119-121

volumenes. Las alteraciones del miocardio estaban

relacionadas con el aumento de los niveles y utilizacion in
situ de noradrenalina.'”

Se ha demostrado la influencia de diferentes niveles
de ruido de fondo en el aprendizaje y comportamiento de las
ratas.

En un estudio que empleaba ratas no consanguineas
Wistar, y en el que se probaban diferentes sonidos, Voipio
demostré que las respuestas en el comportamiento
dependen del tipo de sonido. El ruido causa reacciones de
miedo, tales como alarma, huida y paralisis, incluso a
niveles bajos. Las ondas sonoras, a SPL bajos, inducen al
movimiento o a ninguna respuesta, pero a SPL altos causan
efectos mas evidentes.”

Se ha demostrado una disminucién en la actividad
motriz de las ratas en respuesta a llamadas naturales de 22
kHz y tambien a sefales artificiales de 38 kHz, durante y
después de la exposicion a ultrasonidos. Estas ratas Wistar
fueron expuestas 5 minutos a sonidos no estimulantes
(sonido de fondo correspondiente al sonido de una cinta de
radiocasset) seguidos de 5 minutos de sefiales estimulantes
(mas ruido, sefiales de 38 kHz o llamadas de 22 kHz) y por
ultimo otros 5 minutos de ruido de fondo. El SPL de cada
una de las sefales ultrasonicas se ajusté en
aproximadamente 65 dB, similar a los niveles de las
llamadas de 22 kHz procedente de grabaciones de ratas
vencidas. Las llamadas naturales también hacian que
olisquearan menos el altavoz comparado con los momentos
en los que solo se emitia por el altavoz el ruido de fondo de la
cinta. Sales sugirid que esto se debia probablemente a que
los animales ya habian experimentado estas llamadas de 22
kHz en su contexto social, en sus cubetas, y podrian haber
aprendido a responder a ellas con actividad reducida. Las
llamadas emitidas por otras ratas alojadas en el mismo
recinto, durante el transporte del grupo o en la sala de
experimentacion, podrian alterar el comportamiento de
otras ratas que pudieran oirlas.

En estudios de comportamiento en campo abierto, se
ha demostrado que el ruido blanco continuo de 85 dB
aumentaba la defecacion y reducia tanto las actividades
sociales como las no sociales (por ejemplo olisquear,
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acicalarse o agazaparse) en machos de rata Sprague-Dawley
en comparacion con 50, 65 o 75 dB. Tal y como sugieren
Weyers et al.,” los cambios en las actividades sociales y la
defecacion pueden interpretarse como reacciones de
ansiedad.

En un estudio reciente, ratas genéticamente definidas
(cepa consanguinea DA) fueron sometidas a un complicado
laberinto con ruido de intensidad moderada (70 dB) o en un
entorno silencioso (€35 dB). Las ratas expuestas al ruido
cometieron menos errores, exploraron menos y terminaron
antes su entrenamiento. Estudios anteriores han demostrado
que el ruido de volumen intenso, como el utilizado en este
estudio, aumenta la captacion de colina en varias regiones
cerebrales incluyendo la corteza prefrontal y el
hipocampo.”™ Por lo tanto los efectos producidos por el
ruido podrian deberse al aumento de la actividad
colinérgica.”™ Es por ello, que el entorno aclistico es un
factor que necesita controlarse en estudios de aprendizaje y
memoria con modelos animales.

Los animales son capaces de adaptarse al sonido. Se ha
demostrado que ratas no consanguineas de la cepa Wistar,
se adaptan a sonidos tras estimulos repetidos. Durante el
periodo de exposicion a diferentes sonidos (16 dias: 4 dias
con exposicion a diferentes sonidos de 60 dB SPL; 2 dias de
pausa; 4 dias con exposicion a diferentes sonidos de 80 dB
SPL; 2 dias de pausa y 2 dias con exposicion a gritos de rata
a 60 dB + 2 dias con exposicion a gritos de rata a 80 dB), el
periodo de adaptacion a sonidos menos perjudiciales fue
corto, pero los sonidos mas perjudiciales causaron una
respuesta intensa y habituarse llevo mas tiempo. Ademads, se
menciond que la “memoria” de adaptacion era breve y que
tipos similares de sonido causaban respuestas similares,
incluso al dia siguiente.”

Ruido en los animalarios

Se han publicado numerosos estudios que dan cuenta de
los diferentes sonidos que pueden producirse en el interior
de los animalarios, donde el ruido ambiental es virtualmente
inevitable. Las fuentes de sonido pueden ser aparatos (como
aires acondicionados, sistemas de ventilacion, monitores de
video, equipos de laboratorio o alarmas de incendios);
procedimientos de mantenimiento que se llevan a cabo de
forma rutinaria (tal y como abrir y cerrar puertas, cambiar y
lavar cubetas, ruidos de carros, conversaciones entre los
trabajadores e incluso frotamiento de tejidos al moverse y
arrugado de papeles); y los mismos animales al moverse
(por ejemplo al trepar y mordisquear las cubetas y
accesorios) y vocalizar (como se ha mencionado

42, 68, 98, 99, 126-130

previamente). Por ejemplo, al analizar los

sonidos asociados con el equipamiento que se utiliza en las

instalaciones para animales, Sales et al. grabaron SPL de 56
dB (a 1 m de distancia) y 70 dB (a 0,1 m de distancia) en un
rango de alta frecuencia en dos ordenadores estudiados. El
monitor del ordenador parecia ser la fuente de la mayoria del
sonido (espectro de 10-100 kHz que mostraba picos
pronunciados regulares a frecuencias mayores de 15
kHz).” Se ha comprobado que la frecuencia constante y
ultrasonidos constantes producidos por osciloscopios (28
kHz con un SPL medio de 48 dB a 1 m) y por las pantallas de
video de los aparatos y equipos habituales (que producian
una serie armoénica de frecuencias sonoras desde 16 hasta
160 kHz, con un SPL medio de alrededor de 60 dB a 0,5 m)
reduce la actividad total de los machos de rata en el campo
abierto. En este estudio, se midié el sonido de grifos abiertos
en un lavabo, siendo caracterizados como un complejo
sonido de ruido constante con breves apariciones de sonido
en una frecuencia de hasta 160 kHz con un SPL medio
méaximo de 95 dB."’ Estos son ejemplos de ultrasonidos que
pueden producirse en las instalaciones del animal, siendo en
apariencia silenciosos para los humanos, pero dentro del
umbral auditivo de animales de laboratorio, como las ratas.
Los niveles de sonido se producen especialmente
durante las actividades de cuidado del animal, siendo
diferentes entre dias laborales y fines de semana, y entre el

dia y la noche.”™ "

Milligan et al. grabaron el entorno
acustico de boxes en las que se alojaba a ratas durante un
periodo de 24 h. Enuna de las instalaciones, hubo un pico en
los niveles de sonido entre 90-100 dB en la franja de baja
frecuencia durante las horas normales de trabajo. En la
franja de alta frecuencia, los niveles también aumentaban
durante las horas de trabajo, alcanzando a menudo los 70-85
dB."”

Los niveles de exposicion al sonido dentro de las
cubetas de ratas y en las cubetas adyacentes, mientras los
trabajadores llevaban a cabo tareas propias de cuidado (por
ejemplo, sacar la cubeta del rack, ponerla en una mesa y
volver a colocarla en el rack, poner comida en el comedero),
han sido medidos recientemente por Voipio et al. Maniobras
rapidas con cubetas que presentaban superficies de acero
causaron niveles de exposicion acustica que excedian los 90
dB (R) cuando se colocaban las cubetas en los racks y
alrededor de 80 dB (R) cuando se retiraba la misma de los
racks y se ponia sobre la mesa. Con jaulas de policarbonato,
los niveles eran 15 dB (R) mas bajos. Llevar a cabo el
trabajo con mas calma producia niveles de exposicion
menores en muchos procedimientos (cerca de 10-15 dB (R)
de diferencia para cubetas de ambos materiales). Cuando los
mismos procedimientos se llevaban a cabo en cubetas
adyacentes, la exposicion era menor, pero las diferencias
eran similares. Al comparar el oido humano con el de las
ratas, los niveles de exposicion para la sensibilidad auditiva
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humana eran cerca de 10-20 dB mas elevados que los
niveles pararatas.”

Se ha discutido la utilidad de usar ruido de
enmascaramiento, como laradio, para minimizar los efectos
adversos del ruido “nocivo”. Se ha demostrado que el
tratamiento musical, llevado a cabo reproduciendo el CD
“Adagio” de Herbert Von Karajan, a través de altavoces (a
menos de 40 dB) de 9:00 a 14:00 h, durante ocho dias, ha
reducido la metastaticidad de las células WRC 256 en de
ratas macho Sprague-Dawley pertenecientes a dos grupos:
sometidas, y no, a estrés auditivo (exponiendo a los
animales a la alarma de incendios (100 dB))."' Los
altavoces de la mayoria de los aparatos de radio domésticos
tienen un limite de volumen inferior a 16 kHz y, tal y como
demuestran Sales et al., esto no cubriria toda la franja de
frecuencia de ruido ambiental a la que esta expuesta la
mayoria de los animales de laboratorio. El uso de radios en
el alojamiento animal podria por lo tanto ser un beneficio
para los trabajadores de la instalacion, siendo de forma
indirecta un beneficio para los animales que estén al
cuidado de estos trabajadores, ™ pero es necesario seguir
investigando el efecto del ruido de fondo, tal como laradio y
diferentes tipos de musica, a la hora enmascarar los efectos
deultrasonidos y sonidos a alto volumen.

El sonido puede tomar parte en muchos estudios
cientificos, no como una variable experimental controlada,
sino como una variable del entorno que puede, en algunos
casos, confundir los resultados de la investigacién con

. 68
animales,

al interferir con el bienestar y estrés de los
mismos.

Teniendo en cuenta las diferentes capacidades
auditivas de humanos y roedores, y con el objetivo de
satisfacer la necesidad de una sefial de alarma efectiva en
instalaciones para animales de laboratorio que no estresase
a los animales cada vez que se probara, se cred una “alarma
de incendios silenciosa”. El dispositivo creado producia
tonos puros que alternaban entre 430 y 470 Hgz,
proporcionando un nivel sonoro de 97 dBC a 450 mm - la
energia en la sefal de alarma estaba por debajo del umbral
optimo de audicion para ratones y ratas. Produciendo un
ruido “intensamente irritante y perturbador” para los
humanos, esta alarma no despertaba ratas y ratones , y en
caso de estar despiertos, los roedores no mostraban una
respuesta de alarma, movimientos de oreja u otra indicacion
de perturbacion auditiva cuando la “alarma de incendios
silenciosa” estaba encendida. "

En conclusion, tanto los sonidos para la comunicacion
como los sonidos del entorno, estan presentes en los
animalarios, teniendo un variado nimero de efectos en la
fisiologia y comportamiento de los mismos, y por
consiguiente influyendo sobre el bienestar animal y los

resultados de la investigacion. Los sonidos del entorno
difieren segun las instalaciones y es necesario planear con
cuidado antes de construirlas, con ayuda de ingenieros
acusticos, teniendo en cuenta las diferencias en la
percepcion sonora entre roedores y humanos,” con el
objetivo de evitar sonidos ambientales estresantes tanto
para el animal como para el personal. Los procedimientos
que propicien vocalizacion tanto audible como ultrasénica
deberan llevarse a cabo en un lugar donde estos sonidos no
alcancen al resto de los animales (a menos que esto forme
parte del experimento).” El personal de las instalaciones y
los investigadores que trabajen en ella deberan intentar
evitar ultrasonidos incontrolados (que podrian interferir con
los sonidos para la comunicacién entre los animales) y la
produccion de sonidos audibles. Deberan hacerse
mediciones en cada instalacion a fin de registrar los ruidos
existentes en el entorno y detectar los ultrasonidos.

Limpieza y transporte de las cubetas

Las ratas de laboratorio son alojadas en condiciones
estandarizadas y su mantenimiento requiere manipulacion
humana. Mover a un animal de una cubeta otra mediante
manipulacién (limpieza de jaulas) o transportar cubetas,
con animales dentro, en un laboratorio o entre laboratorios
(transporte interno) son procedimientos rutinarios en los
animalarios. {Pero como reaccionan los animales a estos
procedimientos? ;Interfieren con la fisiologia y el
comportamiento de los animales, afectando a su bienestar
causando estrés/angustia, y en caso afirmativo, cuanto
tiempo le lleva al animal recuperar su condicion fisiologica
normal? Esta revision analiza el impacto de las rutinas en las
instalaciones para animales tales como la limpieza de
cubetas y el transporte interno de las mismas y sus
influencias en la fisiologia, comportamiento y bienestar de
larata de laboratorio.

Limpieza y transporte de cubetas

Varios autores han demostrado que la limpieza de cubetas y
el transporte interno promueven una respuesta de estrés
agudo en los animales de laboratorio. Armario et al.
informaron de que la limpieza de las cubetas de machos de
rata Sprague-Dawley, alojadas en grupos de tres, elevaba
los niveles de corticosterona'”'y prolactina' en suero. Estas
respuestas de estrés endocrinas fueron medidas 15 min
después del momento de estrés agudo (cuando se sangro a
las ratas por decapitacion) y dependieron de la intensidad
del estimulo. Cuando las ratas se sometieron a limpieza de
cubetas exclusivamente, los aumentos de corticosterona y
prolactina plasmaticos fueron significativos pero inferiores
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a cuando las ratas fueron sometidas a limpieza de cubetas
seguida de transporte a una nueva habitacion. La limpieza
de cubetas y el transporte a una habitacion ruidosa (alarma
de 85 dB) fue mas estresantes que la limpieza de cubeta y el

54 Barrett et al.

transporte a una habitacion silenciosa.
refirieron una concentracion de corticosterona en plasma
tres veces mayor en machos de rata Wistar, sangradas
después de ser transportadas a un laboratorio que en ratas

sangradas en su habitacion habitual.""® '

Se demostrd que
mover cubetas de machos de rata Han:Sprague de las
estanterias al suelo producia un aumento significativo en los
niveles de corticosterona en 5 minutos, alcanzando un
maximo alos 15 min y volviendo a niveles iniciales después
de 60 min."” En este experimento, Girtner et al. También
demostraban que se producia un aumento plasmatico
significativo de los niveles de prolactina, hormona
estimulante del tiroides (HST) y triyodotironina (T3) en los
15 min posteriores al movimiento de las cubetas, y 60 min
después, los niveles de estas hormonas permanecian aun
elevados.” En lo que respecta a los efectos del movimiento
de cubetas sobre la RC, Girtner et al. Informaron de un
aumento de 340 a cerca de 450 latidos por minuto (medidos
de forma telemétrica en ratas que llevaban un transmisor
implantado permanentemente), taquicardia que persistia
durante 10-15 min. Otros efectos en la microcirculacion,
tales como alteraciones del hematocrito, hemoglobina y
proteinas del plasma, aumentaron de forma significativa en
los 2 min posteriores a mover las cubetas y duraron

" Al mover las cubetas también

aproximadamente 10 min.
se encontraron perturbaciones en el metabolismo, que
sugerian poder ser consecuencia de alteraciones endocrinas,
de la microcirculacion y de la activacion de sistema
simpatico-adrenal: la glucosa plasmatica aumentd
significativamente 3-8 min después de mover las cubetas; el
lactato y piruvato en plasma aumentaron 2-3 veces por
encima de los niveles de control 1-3 minutos después de
mover las cubetas. Estos efectos en el metabolismo solo
duraron 10 minutos."™

También se ha asociado la activacion del sistema
nervioso simpatico con los procedimientos rutinarios tales
como la limpieza de cubetas. Boer et al. informaron de
aumentos significativos en la adrenalina y noradrenalina
plasmaticas inmediatamente después de retirar suavemente
a machos de rata Wistar cateterizados (alojados de forma
individual) de sus cubetas y colocandolos en una nueva
(idéntica a la anterior pero sin cama, comida ni agua)
durante un periodo de 15 min antes de volver a colocarlas de
nuevo en su cubeta original."’ Se detectd también un
incremento significativo en las concentraciones de
corticosterona y glucosa en plasma 15 min después de
introducir a las ratas en la nueva cubeta, volviendo a niveles

iniciales en t=45 min. Se asumi6 que el aumento en los
niveles de catecolaminas, corticosterona y glucosa que se
encontraron en ratas que habian sido manipuladas y
colocadas en cubetas nuevas era el resultado de la actividad
psicoldgica en respuesta a los cambios en el entorno (por
ejemplo miedo o estimulo emocional), en lugar de ser el
resultado de la actividad fisica o de cambios periféricos
fisiologicos inducidos por esta alteracion del entorno."”’

A pesar de utilizar anestésicos que ya no son

"® Tabata et al. encontraron un aumento

recomendables,
significativo en los niveles de glucosa plasmatica en ratones
tras la manipulacion y transporte de la cubeta a una sala
adyacente, con la normalizacion de los niveles de glucosa
aproximadamente una hora mas tarde. Cuando se llevo a
cabo el mismo procedimiento con ratas F344 y Sprague-
Dawley (machos y hembras), parecia haber un efecto muy
pequeiio o no observable en los niveles de glucosa en
sangre.”” Los autores defienden que las ratas podrian
acostumbrarse con mas facilidad que los ratones al
procedimiento de manipulacion empleado, lo que podria
haber reducido la liberacion de glucosa al torrente
sanguineo como respuesta fisiologica al estrés.” "’

También se han analizado las respuestas de
comportamiento de ratas de laboratorio a la limpieza de
cubetas. Se ha demostrado que el comportamiento de
machos de rata Sprague-Dawley en sus cubetas varia segiin
el momento del dia y el régimen de limpieza. Las ratas
muestran mayor actividad en los dias de limpieza,
incrementando comportamientos como moverse,
acicalarse, cavar, trepar y permanecer sentadas menos
tiempo.'” Saibaba et al. interpretaron este aumento de
actividad tras el cambio de cubeta como un signo de
perturbacién o una respuesta a lanovedad, ya que el entorno
olfativo, y posiblemente tactil y visual, estarian alterados en
la cubeta limpia y podrian estimular comportamientos
exploratorios. También se ha referido que los animales
tendian a estar mas activos por la mafiana que por la tarde, lo
que podria estar relacionado con la llegada del personal y el
comienzo de la jornada laboral, con un aumento general del
nivel de ruido."

Mas recientemente, utilizando la radiotelemetria, se
han estudiado las respuestas fisioldgicas a la limpieza de
cubetas: se han hallado aumentos en la RC y la presion
sanguinea tanto en machos como en hembras de rata en
respuesta a multiples procedimientos de manipulacién.'*
Por ejemplo, al estudiar los efectos de la limpieza rutinaria
de las cubetas sobre los parametros cardiovasculares y de
comportamiento, Duke et al. observaron un repentino
aumento de la presion arterial sistolica y diastolica, la
presion arterial media (PAM), RC, y comportamiento en la
jaula (movimiento, actividad y acicalado) en machos
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adultos de rata Sprague-Dawley cuando se les colocaba en
cubetas limpias. Los aumentos de RC y PAM en respuesta al
cambio de cubeta tenian una duracion aproximada de 45-60
min. Las ratas que presenciaron este procedimiento no
mostraron cambios significativos en la RC o PAM. Los
animales manipulados también se mostraron alterados,
dando muestras de actividad, movimiento y acicalado
durante al menos 45 min, mientras que los animales que
fueron testigos dieron muchas menos muestras de actividad,
y la mayoria volvieron a dormirse unos 15-30 min después
del cambio de jaula. La adicion de una pequefia cantidad de
lecho sucio, procedente de la cubeta anterior, no modifico el
aumento de RC, PAM o comportamiento, lo que indica que
las referencias olfativas familiares no contrarrestaron la
novedad de la jaula nueva."' Sin embargo, en ratones macho
origind una gran diferencia en el numero de encuentros
agresivos dependiendo de la transferencia, o no, de lecho
sucio desde la cubeta anterior a la nueva.'’ Las ratas que no
habian sido cambiadas de cubetas en un periodo de dos
semanas presentaban un aumento mas prematuro y rapido
de RCy PAM enrespuesta al cambio de cubeta, presentando
una respuesta cardiovascular mas prolongada en
comparacion con la respuesta de ratas cuya cubeta habia
sido cambiada cada semana."' El acicalado era menor en los
ultimos 15 min del periodo de observacion en los animales
cuya cubeta se habia cambiado semanalmente en
comparacion con aquellos cuya jaula no se habia cambiado
en dos semanas. Al repetir estos experimentos durante
cuatro semanas consecutivas, los investigadores hallaron
que las respuestas cardiovasculares y de comportamiento al
cuarto cambio no eran diferentes de aquellas observadas la
primera semana, indicando que los animales no se
acostumbraban al procedimiento.""'

Almedir larespuesta cardiovascular de machos adultos
de rata Sprague-Dawley a varios procedimientos comunes
(cambio de jaula, inmovilizacion e inyeccion subcutanea,
inmovilizacion e inyeccion en vena en la cola, exposicion a
olor de orina y heces de ratas estresadas, exposicion al olor
de sangre seca de rata) mediante radiotelemetria, Sharp et
al." hallaron también, aumentos significativos en la RC de
ratas alojadas individualmente, con un compafiero de
cubeta o con tres, pero la RC de las ratas que estaban en
cubetas de cuatro en cuatro disminuia mas rapidamente,
alcanzando niveles basales en 30 min. En respuesta al
cambio de cubeta rutinario, las ratas alojadas de forma
individual o con un compafero de cubeta mostraron
aumentos significativos en la RC que se observaron durante
90-120 min después del traslado a la nueva cubeta. Los
cambios en PAM después de limpiar las cubetas mostraban
los mismos patrones que la RC, excepto en el caso de las
ratas alojadas de cuatro en cuatro, donde la PAM descendia

de forma significativa por debajo de los niveles basales en
los 90-180 min después del cambio de cubeta.' Se sugirio,
que el descenso en RC y PAM por debajo de los niveles
basales en las ratas alojadas de cuatro en cuatro, después del
cambio rutinario de cubeta, se debia a la exposicion al olor
amoniacal de los materiales sucios que se habian acumulado
en la cubeta después de los cuatro dias, en los que no se
habia cambiado la cubeta por ultima vez. La manipulacion
de ratas también afectd a su comportamiento, aumentando
los comportamientos activos tales como movimiento y
acicalado, siendo estos aumentos mas propios de ratas
alojadas de forma individual que de las alojadas en grupo.'®
Al hacer las pruebas en hembras adultas de rata Sprague-
Dawley, los mismos autores hallaron también aumentos
significativos de RC tras el cambio rutinario de cubeta que
duraban 30-90 min antes de volver a niveles basales, lo que

" En este estudio,

sugeria que las ratas estaban estresadas.
también se demostré que transportar a las ratas a otro
laboratorio para inyeccion subcutanea también aumentaba
la RC significativamente (de forma equivalente en todas las
condiciones de alojamiento). Los comportamientos activos
de las hembras de rata en la cubeta de origen se
incrementaron durante al menos 30 min después del
procedimiento." Estar alojadas en grupo normalmente

r 3 43,
reducia la respuesta de estrés.’

Las respuestas
fisiologicas observadas fueron similares durante el cambio
de cubeta o el cambio de cubeta simulado (donde se
devolvia a las ratas a la cubeta de origen), sugiriendo que las
respuestas proceden de la manipulacion fisica en lugar de a
los aspectos poco familiares de las cubetas nuevas. Sharp
et al. no registraron diferencias dignas de mencion en las
respuestas cardiovasculares (RC y PAM) y de
comportamiento producidas por el cambio de cubeta o por
presenciar el cambio de estas, entre hembras en diferentes
fases del ciclo estral (proestro — estro y metaestro — diestro),
pero los autores notaron que las hembras mostraban mas
respuestas cardiovasculares (relacionadas con el estrés) y de
aumento de actividad que los machos en el estudio anterior,
lo que sugiere una influencia del estado hormonal de las
goénadas.'™ Las hembras que presenciaron el cambio de
cubeta también mostraron una respuesta cardiovascular
mayor que los machos, y las hembras mostraron aumentos
dignos de mencion en la respuesta a entrar en la habitacion,
mientras que los machos no. En lo que respecta al
comportamiento en la cubeta de origen, los machos
mostraron el doble de comportamientos de suefio y
diferencias mucho mas grandes entre grupos manipulados y
testigos que las hembras, y no se advirti6 efecto evidente
alguno, de las fases del ciclo estral en hembras."*

En otro estudio de Sharp y colaboradores, se
inform6 que presenciar procedimientos rutinarios tales
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como el cambio de cubeta, no induce respuestas
significativas relacionadas con el estrés tales como las
observadas en los animales sometidos a la limpieza de
cubeta. Solamente los machos de rata Sprague-Dawley
alojados de forma individual, o con un tinico compaiiero de
cubeta, presentaban pequefios aumentos en la RC, PAM y
comportamientos en la cubeta de origen al presenciar el
cambio de la misma.'” Por el contrario, las hembras de rata
Sprague-Dawley que presenciaban cambios de cubeta
mostraron respuestas mayores, pero los aumentos en RC y
comportamientos activos en la cubeta de origen también
fueron mas reducidos en hembras alojadas en grupos en
comparacion con hembras alojadas individualmente, lo que
sugiere que el alojamiento grupal reduce el estrés o el
potencial de estrés.*

En 2006, un estudio entre laboratorios llevado a cabo
por Burn et al. demostr6 de que la frecuencia en la limpieza
de las cubetas no tenia un impacto claro sobre el bienestar de
las ratas. Se mantuvo a machos de ratas Sprague-Dawley y
Wistar, alojados en grupos de cuatro, en cuatro animalarios
distintos, y sus cubetas se limpiaron dos veces por semana,
semanalmente o cada dos semanas. Las cubetas contenian
lechos de virutas de alamo o de papel absorbente. Entre
otros parametros, se monitorizaron las agresiones, heridas y
estado general de salud, aumento de peso, facilidad de
manipulacion y concentracion de amoniaco en la cubeta. La
limpieza frecuente reducia las concentraciones de amoniaco
y la facilidad de manipulado, y las pequenas escaramuzas no
agresivas eran mas frecuentes en ratas cuyas cubetas se
limpiaban una vez por semana. Sin embargo, no se asocid
ningin dafio o perjuicio claros sobre el bienestar , con
ninguna de las frecuencias de limpieza en estos grupos de
ratas macho, ya que no se encontraron diferencias en ritmos
de crecimiento o estado de salud general, al comparar
animales en cubetas limpiadas con frecuencia de aquellos
en cubetas limpiadas con menos frecuencia." De acuerdo
con estudios mencionados anteriormente (por ejemplo los
de Duke et al.” y Sharp et al.'®
comportamiento de machos de Sprague-Dawley y Wistar

), al observar el

inmediatamente después de la limpieza de las cubetas, Burn
et al. hallaron un aumento en la actividad general de las
ratas, incluyendo caminar, manipular los lechos y
alimentarse, que estuvieron por encima de los niveles
basales durante los 30 min del periodo de observacion;
periodo durante el cual el nimero de ratas descansando no
volvié a los niveles anteriores a la limpieza de la cubeta. Se
not6 un aumento relevante en las pequefias escaramuzas no
agresivas por encima de los niveles anteriores a la limpieza,
pero este efecto fue transitorio y después de 15 min retorné a
los niveles anteriores a la limpieza. Puesto que la frecuencia
en la limpieza no afectdé a la cantidad de escaramuzas

posteriores a la limpieza, Burn et al. sugirieron que el
aumento no se debe a ningin cambio relativo en el entorno
olfativo, ni estd influenciado por lo acostumbradas que
estén las ratas a la perturbacion. En este estudio, se observo
que las ratas se movian con mas frecuencia hacia areas
resguardadas después de la limpieza, lo que podria indicar
que estaban intentando evitar la luz, mientras que las ratas
no molestadas (el dia anterior a la limpieza) permanecian en
el lugar de descanso en el que habian estado durante el
periodo de oscuridad, o posible explicacion estaria
relacionada con un comportamiento exploratorio motivado
por el entorno de la nueva cubeta. No se encontraron signos
de comportamiento que sugiriesen que el aumento de la
actividad después de la limpieza fuese una respuesta de
estrés agudo que se correspondiera con un efecto negativo
de la limpieza de cubetas sobre el bienestar de la rata." Se
apreci6 cromodacriorrea (una secrecidon rojo oOscuro
relacionada con el estrés, que segrega la glandula de Harder
cercana al globo ocular) alrededor del hocico de las ratas
tras el periodo de observacion del comportamiento (por
ejemplo en los 35-45 min posteriores a la limpieza de la
cubeta) y se demostré que era mayor en el dia previo a la
limpieza, lo que sugeria que tener lechos sucios era mas
estresante, que el procedimiento de limpieza por si mismo,
puesto que so6lo se midio tras el periodo deobservacion, esta
secrecion podria haber sido limpiado por las ratas antes de
su anotacion (se ha demostrado que la cromodacriorrea se
presenta entre 16y 30 min después de la induccion del estrés

agudo, mediante la inmovilizacion de los miembros). "’

Efectos del transporte interno

Como se ha mencionado anteriormente, el transporte
interno de las ratas induce respuestas fisiologicas diversas
(endocrina, cardiovascular y metabolica), tales como

aumentos de la corticosterona, prolactina, TSH y T3 **

"% aumento de la RC; aumento en la hemoglobina y las
proteinas plasmaticas; e incremento en la concentracion

plasmética de glucosa."™

En la literatura se pueden
encontrar otros cambios fisioldgicos o del comportamiento
derivados del transporte interno de las ratas de laboratorio,
mostrando una respuesta de estrés agudo a los
procedimientos de transporte, o a presenciarlo
simplemente. Por ejemplo, se ha mostrado que el
comportamiento de ratas Wistar Cpb:WU no transportadas
se ha visto alterado en presencia de ratas que habian sido
transportadas en sus cubetas con un carrito empujado por la
sala durante 2-3 minutos.”' Se utilizé una caja abierta con
dos pequeiios campos adyacentes y cada animal (uno
transportado y otro no) se situaba en uno de ellos y se
evaluaban sus comportamientos: las hembras de rata
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transportadas olisqueaban y se movian mucho menos y se
acicalaban mas (sugiriendo la induccidn estrés por el
transporte), mientras que las ratas no transportadas
olisqueaban mucho méas y tendian a orinar con mas
frecuencia. Ya que no habia contacto fisico entre las ratas
transportadas y las no transportadas, Laat et al.”' sugirieron
que la comunicacion podria haberse producido mediante
sonidos u olores por parte de las ratas transportadas,
afectando al comportamiento de las no transportadas.

Mas recientemente, Dallmann et al."” han demostrado
que mover la cubeta de machos de rata F344/Hw alojados en
grupo dentro de la habitacion, o transportar los animales,
dentro de su cubeta, entre salas de alojamiento y de
experimentacion (a través de un pasillo ruidoso con sonido
de fondo constante causado por los sistemas de ventilacion
y salas de alojamiento de cerdos en el otro extremo)
resultaba en un aumento significativo de la TC (T,). Al
mover la cubeta dentro de la sala, la hipertermia inducida
por estrés (HIS) se correspondia con un aumento en la T, de
las ratas de mas de 0,5 °C durante los 120 min posteriores. El
transporte entre salas demostr6 aumentar la T, de las ratas
durante al menos 60 min. El hecho de que 1a HIS durase 120
min al transportar la cubeta desde la estanteria hasta la mesa
dentro de la misma sala, hizo que Dallmann et al. sugiriesen
que, antes de empezar un procedimiento experimental, se
lleve a cabo un proceso de adaptacion de hasta 120 min, o

. , 152
incluso mas largo.

Limpieza de las cubetas y contacto con
olores

Los olores a que se exponen los animales de laboratorio
durante la limpieza de las cubetas podrian representar un
elemento estresante y tener un impacto sobre el bienestar
del animal. El personal que lleva a cabo las rutinas de los
cambios de cubeta y limpieza, puede ser una fuente de
olores, tanto personales como procedentes de otras cubetas
o boxes. Las ratas pueden sentir miedo de los humanos que
transporten olores de mascotas” o de otros animales en otras
salas de la instalacion via fomites (ropa, manos), lo que es
una razoén importante por la que todo el personal ,que trabaja
en la instalacion, deberia lavarse las manos y cambiarse las
batas de laboratorio al cambiar de sala,” evitando el
transporte de olores (inter e intra especificos) y también
evitando el contacto de sus ropas utilizadas fuera de las
instalaciones con los animales de laboratorio. Presentar
olores de depredadores (por ejemplo olor de la piel o el pelo
de un gato) a las ratas de laboratorio puede motivar
comportamientos defensivos, miedo y ansiedad (revisado
por Blanchard et al."). Los olores humanos naturales o los
olores de perfume y desodorante asociados a los humanos

también pueden ser estresantes para las ratas de laboratorio.
Por ejemplo, los aromas (compuestos quimicos volatiles),
que a menudo estdn presentes en los productos de
perfumeria, pueden influenciar actividad HPA y respuestas
inmunologicas'™ o tener efectos ansioliticos para las ratas.'*
Aunque el efecto de los olores humanos (naturales o
artificiales) en las ratas necesita seguir investigandose, los
humanos deberian evitar introducir olores de depredadores,
perfumes y desodorantes en las instalaciones para animales
en las que estén en contacto con animales de laboratorio,
durante procedimientos rutinarios de cria (tales como

limpieza de cubetas) o procedimientos cientificos.
Limpieza y ventilacion de las jaulas

Otro aspecto que afecta a la limpieza de las cubetas y al
bienestar animal es la ventilacion. El movimiento del aire en
la cubeta esta relacionado con otros importantes factores
ambientales como la temperatura (afectando a la capacidad
termorreguladora de los animales) y humedad relativa. El
nivel de ventilacion y renovacion del aire en la cubeta afecta
la calidad micro ambiental del aire en términos de
concentracion de microorganismos, particulas de polvo y
gases nocivos (tales como amoniaco y dioxido de
carbono)." Para establecer la frecuencia de la limpieza de
las cubetas en los animalarios, deben considerarse todos
estos factores, debido a sus efectos en los animales. Por
ejemplo, se demostré que el predominio de la neumonia
aumentaba con los niveles de amoniaco dentro de la jaula
(de 252250 ppm) y los cambios patoldgicos se hallaron en
el tracto respiratorio de las ratas expuestas a lechos sucios
con niveles de NH, de 100-200 ppm, lo que puede darse en
cubetas (sin filtro en las tapas) que no se han limpiado en

156,
una Sémana.

"7 Las concentraciones mas altas de
amoniaco tienen lugar en condiciones de humedad
elevada'” y el tipo de material para los lechos también
influye." Los niveles de amoniaco y didxido de carbono en
cubetas ventiladas individualmente (CVI) fueron
estudiados por Silverman et al. durante un periodo de siete
dias sin limpiar las cubetas. En este estudio, los niveles de
amoniaco alcanzaron valores de =500 ppm después de tres
dias, y los niveles de diéxido de carbono en el interior de las
cubetas, aumentaron con rapidez hasta alcanzar valores de >
10.000 ppm.”™ En otro estudio que analizaba diferentes
indices de ventilacion y frecuencias de cambio de cubetas y
su impacto en ratones C57BL/6J alojados en cubetas
ventiladas, Reeb-Whitaker et al.”” concluyeron que
cambios de cubeta cada 14 dias e indices de ventilacion de
60 renovaciones de aire /hora (a los que los niveles de
amoniaco fueron de alrededor de 50 ppm en ratones

alojados de tres en tres) proporcionan condiciones dptimas
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para la salud animal y la reproduccion y no tenian efectos
adversos para la salud. Se necesita realizar mas estudios
para contar con mas informacion sobre las consecuencias
para el bienestar de las concentraciones elevadas de
amoniaco, y no se cuenta con pautas sobre las
concentraciones maximas de amoniaco a las que puede
exponerse a los roedores. Basandose en las pautas para la
exposicion en humanos y en literatura veterinaria,
Silverman et al. sugirieron que una concentracion de 50
ppm dentro de la cubeta deberia conducir a la limpieza de
los ratones alojados en CVI o cubetas desechables.™ Los
diferentes sistemas de CVI también pueden proporcionar
diferentes micro ambientes dentro de la jaula, y debe
estudiarse cada caso.

Como ya se ha mencionado, es necesaria la
renovacion constante del aire, y es esencial el cambio
adecuado de aire en el entorno cerrado de las ratas para
controlar la temperatura micro ambiental, la humedad y la
calidad del aire."” Los animalarios, normalmente, cuentan
con 15-20 renovaciones/h. en las salas, tal y como indica el
Apéndice A del Convenio Europeo ETS 123.2 Los sistemas
CVI mejoran la ventilacién dentro de las cubetas para
alcanzar mayores renovaciones de aire por hora,
permitiendo reducir la frecuencia del cambio de cubeta,
pero estos sistemas constituyen una fuente, relativamente
innovadora, de potencial incomodidad. Para los humanos,
la velocidad del aire que exceda 0,2 m/s se considera
corriente, y esto también se acepta generalmente como un
limite méximo para los roedores.'” Un indice de ventilacion
mayor dentro de la cubeta podria inducir estrés cronico y
pérdida de calor debido a las corrientes. Se ha demostrado,
con test de preferencia, que las ratas escogen cubetas con
menos de 80 renovaciones de aire /h, donde la entrada de
aire se hace por la parte superior y se proporcionaba material
para lechos. Por lo tanto, es importante tener en cuenta la
localizacion de la entrada de aire en la cubeta (por la pared o
por el techo), el nimero de renovaciones de aire/h. y la
presencia de material para nidos, a la hora de considerar el
impacto del alojamiento en CVI sobre el bienestar de los
ratones.'”

En conclusion, se demostrd que efectivamente, los
procedimientos habituales de cria y mantenimiento,
inducen respuestas relacionadas con el estrés en los
roedores de laboratorio. Como se mencion6 anteriormente,
la limpieza de las cubetas y el transporte interno, tienen un
impacto considerable en las respuestas fisiologicas y en el
comportamiento de las ratas, propias de una respuesta de
estrés agudo, pero atn no se ha probado que produzcan un
impacto claro sobre el bienestar de las mismas. Los
investigadores deberian ser cuidadosos, cuando estén
planificando un estudio, al establecer horarios para la

limpieza de las cubetas. Unos sistemas de ventilacion
adecuados deberian proporcionar un buen control de la
ventilacion en los animalarios, y por lo tanto a nivel de cada
cubeta. Para establecer la frecuencia en la limpieza, el
personal de las instalaciones deberian tener la posibilidad de
medir el micro ambiente dentro de la cubeta (por ejemplo la
humedad, temperatura, niveles de gases nocivos) y estos
datos deberian estar también a disposicion de los
investigadores. Deberia tenerse cuidado al clasificar los
cuidados como no estresantes, simplemente porque sean
rutinarios. Estos procedimientos comunes pueden influir
sobre los datos experimentales si no se toman en cuenta 'y no
se controlan. Por ejemplo, a la hora de medir las respuestas
endocrinas periféricas a los agentes estresantes, los
investigadores deberian tomar rapidamente muestras de
sangre (por ejemplo, en los 100 s posteriores a tocar la
cubeta del animal por primera vez) para evitar la influencia
de la respuesta de estrés a la manipulaciéon de la
cubeta/animal con los resultados experimentales *’; en
estudios que requieren la determinacion de parametros
cardiovasculares basales, Sharp et al. recomendaron que no
se obtuvieran datos durante al menos las 2 horas posteriores
a los procedimientos comunes para el mantenimiento/cria.
Mediante el uso de radiotelemetria en ratones, Meijer
demostro que las respuestas de FC y TC se equiparaban a las
respuestas de corticosterona frente a a varios
procedimientos rutinarios (por ejemplo diferentes métodos
de inmovilizacidén, inyecciones por diferentes vias,
limpieza de cubetas). Teniendo en cuenta las respuestas de
estrés agudo de los animales de laboratorio a los
procedimientos rutinarios, Meijer'” establecié que los
valores basales de FC, TC o corticosterona no deberian
evaluarse directamente después de que los animales
hubieran sido sometidos a estos procedimientos: se
recomendaba un periodo de recuperacion de al menos una o
dos horas para mejorar los procedimientos experimentales y
obtener datos fiables para las medidas basales.

Otros agentes estresantes durante la limpieza de
cubetas puede ser el contacto con humanos y los olores que
transportan. Al manipular a los animales para limpiar las
cubetas, el personal deberia evitar usar ropas que hayan
estado en contacto con depredadores naturales de las ratas,
el uso de desodorantes y perfumes, y utilizar la proteccion
apropiada para evitar la propagacion del olor.

Conclusion

La interaccion humana y los factores fisicos del
entorno son parte de los estimulos que se presentan a diario a
los animales de laboratorio, influenciando su
comportamiento y fisiologia y contribuyendo a su bienestar.
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Algunas condiciones ambientales pueden inducir
respuestas de estrés y, cuando el animal no es capaz de
mantener su homeostasis en presencia de ese agente
estresante en particular, su bienestar se ve amenazado y el
animal podria sufrir angustia. Factores ambientales tales
como la estructura, tamafio y elementos de la cubeta, niveles
de NH, y CO,, luz (intensidad, longitud de onda,
fotoperiodo y frecuencia de parpadeo), sonidos,
aire/ventilacion, temperatura, humedad relativa, olores,
presencia/ausencia de patdgenos y presencia/interaccion
humanas son tan importantes como la presencia o ausencia
de miembros de la misma especie, su sexo, y la capacidad de
predecir y controlar el entorno en lo que a implicaciones
para el bienestar del animal se refiere.

Las ratas prefieren intensidades de luz bajas, y un
fotoperiodo bien controlado contribuira, sin duda, a un
ritmo circadiano estable. La posicion de la cubeta en un rack
o sala en relacion con la fuente de luz, o la presencia de
objetos que permitan esconderse al animal son factores
determinantes para la cantidad de luz a la que el animal esta
expuesto.

Lasensibilidad auditiva de los roedores es diferente de
la de los humanos, y deberia prestarse especial atencion a la
produccion de sonidos y ultrasonidos en las instalaciones.
Los ultrasonidos son mas dificiles de controlar porque son
audibles para las ratas pero no para los humanos. No esta
completamente claro si un ruido de fondo tal como una radio
contribuye al bienestar del animal de laboratorio, pero
tampoco se demostré que los molestara y podria ser un
“enriquecimiento” para el personal que se encarga de su
cuidado y por consiguiente beneficiara a los animales. Si se
considera la posibilidad de usar una radio en habitaciones
para ratas, debera tenerse cuidado de mantener el volumen
bajo.

Los procedimientos rutinarios en los animalarios
incluyen trasladar a los animales de una cubeta sucia a una
limpia (limpieza de cubetas), y transportar cubetas, con
animales en su interior, en una misma sala o de una sala a
otra (transporte interno). A pesar de ser normalmente
procedimientos simples y relativamente rapidos, varios
autores han sefialado que inducen respuestas de estrés
agudo en los animales de laboratorio. El comportamiento y
fisiologia de las ratas de laboratorio pueden verse alterados
como resultado de estos procedimientos durante periodos
de una o dos horas. Aunque no esta claro si la limpieza de
jaulas y el transporte interno afectan al bienestar animal,
estos procedimientos han demostrado alterar los parametros
fisioloégicos y de comportamiento, temporalmente.
Analizando la literatura, es obvio que los procedimientos
“simples” de rutina no pueden considerarse como no
estresantes para los animales, aunque se adopten las mejores

practicas y las condiciones de alojamiento sean las mas
adecuadas para la especie animal. Limpiar las cubetas o
simplemente moverlas de una sala a otra interfiere con el
comportamiento del animal y su fisiologia, y podria
interferir con los resultados experimentales si no se
controla.

Considerando la amplia lista de efectos fisiologicos y
de comportamiento que desencadenan la luz, el entorno
auditivo y las técnicas de manejo/cria, reflejados en la
literatura y analizados aqui, es obvio que estos, son factores
ambientales muy importantes que deben ser controlados en
el animalario para evitar causar molestias a los animales de
laboratorio que puedan llevar a un pobre bienestar animal y
en consecuencia a pobres resultados experimentales. Las
rutinas de trabajo en los animalarios, como la limpieza de
cubetas y practicas simples, como el transporte de cubetas a
las salas de experimentos, deberian también establecerse
con claridad y tomarse en cuenta a la hora de planificar
experimentos con animales, aunque aun se necesita mas
investigacion para comprender totalmente su impacto sobre
los animales de laboratorio.
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