CAPITULO 6
Estandarizacion de las condiciones ambientales
y de alojamiento. Macro y microambiente

Silvana Nora Milocco y Maria del Pilar Cagliada

Las instalaciones para el cuidado y uso de animales, ya sea en investigacion, ensefianza y
pruebas, deben favorecer su bienestar y seguridad; asimismo debe proporcionar un lugar de
trabajo seguro y con un disefio adecuado para el personal, estableciendo un entorno de inves-
tigacion solido (CCAC, 2003). La estandarizacion de las condiciones ambientales, se logra a
través de un buen programa de manejo del ambiente, alojamiento y cuidado, permitiendo a los
animales crecer, madurar, reproducirse y mantener una buena salud, de modo que sus patro-
nes metabdlicos y de comportamiento se mantengan normales y estables, proporcionando
resultados confiables.

Para establecer un ambiente fisico y social adecuado, deben considerarse muchos factores
(INTA, 2010), entre ellos:

. La especie, variedad y raza de animales y sus caracteristicas individuales, tales como

sexo, edad, tamafio, conducta, experiencia y salud.

. La habilidad de los animales para integrar grupos con sus semejantes, a través de la vis-

ta, olfato y posible contacto, ya sea que los animales se mantengan aislados o en grupos.

. El disefio y construccién del alojamiento.

. La disponibilidad y adecuacion de elementos que enriquezcan el medio ambiente.

. Las metas del proyecto y el disefio experimental (ej., produccion, crianza, investigacion,

pruebas de laboratorio y educacion).

. La intensidad de la manipulacién animal y el grado de dafio que causen los procedimientos.

. La presencia de materiales peligrosos o que causen enfermedad.

. La duracién del periodo de permanencia de los animales.

El ambiente de los animales presenta tres aspectos fundamentales a tener en cuenta: el
ambiente estructural (el edificio propiamente dicho), el ambiente fisico (el lugar donde se aloja-
ran los animales) y el ambiente social (relacionado con el comportamiento que van a tener los
animales en dicho lugar).

Las variables ambientales influyen directa o indirectamente sobre todos los procesos
biolégicos y ejercen efecto sobre el bienestar y la respuesta fisiolégica. Por consiguiente, al

realizar una experiencia, es muy importante conocer los requerimientos fisiolégicos y etol6-
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gicos de la especie que se va a mantener y producir en el bioterio. Si los animales se en-
cuentran en un estado de disconfort, el estrés va a producir, inevitablemente, alteraciones
en los resultados de las pruebas.

El ambiente se puede dividir en dos grandes grupos, el microambiente y el macroambiente,
cada uno con sus componentes propios; pero en algunas especies esta division no es tan mar-
cada y los elementos de ambos estan integrados. Un ejemplo claro se observa en el ambiente
de los peces cebra y en los animales de granja.

Microambiente

También llamado confinamiento primario, es el espacio fisico que rodea de manera in-
mediata a los animales. Tiene su propia temperatura, humedad y composicion del aire.
Debe reunir determinadas condiciones para asegurar el bienestar de los animales que alli
se alojen, a saber:

. Permitir el comportamiento normal de los animales. Esto es algo complicado de lograr
en un bioterio, sobre todo cuando se trabaja con roedores, ya que es dificil recrear su
ambiente natural.

. Permitir la interaccion social y el desarrollo de jerarquias dentro y entre las cajas, jau-
las, corrales, caniles, gatiles.

. Los animales deben permanecer limpios y secos, esto se logra si el recinto permite una
facil higiene.

. Debe tener una ventilacién adecuada.

. Permitir que los animales tengan facil acceso al agua de bebida y alimento.

. Debe ser seguro para impedir el escape de los animales o que entren animales salvajes

+  Sin superficies filosas que puedan lastimarlos. Cabe recordar que tanto la rata como el
ratén son roedores con incisivos de crecimiento continuo, y al roer las cajas, crean bor-
des cortantes.

. En general, se aconseja que el lugar de alojamiento permita la observacion de los ani-
males. De esta manera, se puede evaluar el comportamiento, si consumen el alimento,
si se producen peleas, si estan enfermos o si se produjo la muerte de algun animal.
Son los técnicos y/o cuidadores los que mas informacién nos pueden brindar sobre es-
tos datos, ya que estan en contacto permanente y directo con los animales; por este
motivo, es fundamental tener una estrecha comunicacion con ellos.

»  Controlar las condiciones microambientales es importante porque cualquier cambio
producen alteraciones en los procesos bioldgicos y metabdlicos, y hacerlos mas vulne-
rables a diferentes enfermedades. Las mediciones de las caracteristicas del microam-
biente se pueden realizar con equipos o mediante programas informaticos. Hasta el
momento, todos los datos recabados han demostrado que la temperatura, humedad y

concentracién de gases es mucho mayor aqui que en el macroambiente.
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Los factores que componen el microambiente son: las cajas, jaulas, corrales, caniles, gati-

les; el lecho; el agua de bebida; el alimento; y la densidad animal.

Cajas o jaulas

Es el medio donde se van a desenvolver los animales. Normalmente, dividen su espacio en
cuatro sectores: un sector donde eliminan, otro donde comen, otro sector donde descansan y
un area para desarrollar actividades lidicas. También se les debe proporcionar un lugar adicio-
nal para estar en solitario, por si asi lo desean. Puede ser una caja, una lata o una pared divi-
soria que les permita algo de privacidad.

Las cajas deben ser confortables, higiénicas, de facil limpieza, deben brindar facil acceso al
alimento y al agua de bebida, con una ventilacion y tamafio apropiados. Deben fabricarse con
materiales resistentes, ya que estaran sometidas continuamente a lavados y manipulacion.
Deben ser atdxicas, de material anticorrosivo y resistente para poder autoclavarlas, aislantes y
de ser posible transparentes para observar el comportamiento. Para los pequefios roedores se
utilizan las cajas tipo “shoe box” o cajas de zapatos, de policarbonato o polipropileno o acero
inoxidable. Estas ultimas son mas durables, pero tienen la desventaja de ser muy ruidosas, y
su peso dificulta las tareas del operador. El disefio debe ser simple, facilitando la introduccion
del alimento y la mamadera con el agua de bebida. Para ratas también existen cajas con una
tapa que tiene una rejilla superior mas elevada para que pueda ver hacia el exterior. Con fre-
cuencia los roedores se hospedan en jaulas sobre pisos de alambre mejorando la higiene de
las jaulas, permitiendo el paso de las heces y orina, las cuales se depositan en una bandeja
colocada debajo. Sin embargo, algunas evidencias sugieren que los alojamientos sobre piso
soélido y material de cama son los preferidos de los roedores (Ortman J. A., 1983). Ademas, las
jaulas para ratas presentan la desventaja que solo se les cambia la bandeja inferior, por lo que
los animales no estan habituados al manejo y a la hora de manipularlas, el experimentador

puede tener dificultades.

Corrales, caniles, gatiles

En otras especies, como por ejemplo el cerdo, los pisos deben ser de materiales duros, ais-
lantes, resinas de poliéster, caucho sintético. Pueden tener perforaciones, un declive de 5° y
buenos desaglies para facilitar la limpieza. El perro se aloja en caniles, los cuales deben tener
una zona de recreacién al aire libre. Los gatiles deben ofrecer todo tipo de enriquecimiento
ambiental, como pasadizos, arboles artificiales, estantes, o perchas, para que los gatos desa-

rrollen su comportamiento normalmente.
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Estantes convencionales

Las cajas o jaulas pueden colocarse en estantes convencionales, es aconsejable que sean
de acero inoxidable para su mejor desinfeccion y con ruedas para facilitar la limpieza de la ha-
bitacion. Con una altura maxima de 170 centimetros. Se aconseja no colocar cajas en el estan-
te superior para que la luz no incida directamente sobre ellas. El ancho puede ser variable, esto
depende de la especie a alojar y del espacio de la sala. Estas estanterias tienen la ventaja de

permitir colocar distintos tipos de cajas o jaulas.

Cabinas ventiladas

Otra opcidn, es ubicar las cajas o jaulas en cabinas ventiladas. Estas cabinas, en general
de acero inoxidable, presentan cubiculos, con filtracion individual absoluta en cada uno de
ellos, con presion positiva o negativa, dependiendo del ensayo. Las hay de diferentes tama-
fos, permitiendo alojar diferentes tipos de cajas y/o jaulas. Tienen como desventaja que ne-
cesitan de una estaciéon de cambio auxiliar o de un flujo laminar para realizar el cambio de

lecho y caja de los animales.

Estantes con ventilacién individual o racks ventilados

La alternativa mas moderna es la utilizacion de los racks ventilados. Son de acero inoxi-
dable y de tamafo variable. Tienen filtracion absoluta de aire en cada caja, lo que nos
permite tener varias experiencias con diferentes animales o especies al mismo tiempo. Al
igual que las cabinas necesitan una estacion de recambio auxiliar y pueden actuar tanto
con presion positiva como negativa. Se puede acoplar mas de un rack en el mismo médulo
de control. La desventaja es que son muy costosos y permiten alojar cajas de una sola
marca. Las cajas tienen ademas de la rejilla otra tapa superior con filtro. Existen racks ven-

tilados para alojar peces cebra.

Microaisladores

Los microaisladores son cajas, generalmente de polipropileno y/o policarbonato, transparen-
tes, en su parte superior tienen una reja de acero inoxidable y una tapa con filtro. Permiten
alojar pocos animales en estudios de corta duracion, generalmente no mas de tres meses. De
esta forma, los animales mantienen su condicion sanitaria durante todo el ensayo. Es necesaria
una estacion de cambio auxiliar o realizar estos procedimientos bajo un flujo laminar. También
son muy utiles para transportar animales entre areas de produccion y laboratorios o dentro de

una misma Institucion.

Lecho o cama para cajas o jaulas

El material del lecho de los animales es un factor del medio ambiente que se puede contro-

lar, e influye directamente en el bienestar animal y por lo tanto, en los resultados experimenta-
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les. Se utiliza para absorber, diluir y/o limitar el contacto del animal con sus excrementos y para
la construccion de nidos. Proporciona aislamiento, permitiendo que el animal regule su tempe-
ratura; puede servir para proporcionar enriquecimiento ambiental; minimiza el crecimiento de
microorganismos; y en algunos casos, reduce la acumulacion de amoniaco dentro de la jaula.
El lecho puede ser con o sin contacto. Por definicion, el lecho de contacto es aquel que tiene
relacion directa con los animales. El lecho sin contacto se proporciona como una sabana o un
rollo, y se coloca debajo de una rejilla o de la jaula para recolectar y absorber la orina y las
heces, normalmente no entra en contacto fisico con el animal.

Se utiliza una gran variedad de materiales, la seleccion del lecho debe basarse en di-
versos de factores, tales como la preferencia de los animales. Por ejemplo, los ratones
muestran predileccién por materiales fibrosos, que pueden manipular y les permite cons-
truir un nido. Los cerdos buscan y exploran naturalmente, incluso cuando no hay estimulos
obvios, por lo que, si se les proporciona un lecho, debe ser de naturaleza tal, que aliente y
satisfaga ese comportamiento. En ratones desnudos o sin pelo que carecen de pestafas,
las fibras de algunas formas de lecho de celulosa pueden provocar abscesos periorbitarios
(Carter R. y col. 2018). Otras consideraciones para la seleccion de la cama son el costo del
producto; disponibilidad; absorcion; palatabilidad o falta de ella; facilidad de manipulacién,
transporte y almacenamiento, incluido el embalaje y el peso del producto (seco y humedo);
la capacidad de esterilizar y/u obtener productos irradiados con rayos gamma; la capacidad
de controlar la acumulacion de amoniaco; y la cantidad de polvo asociado. No hay un lecho
ideal para todas las especies.

Los métodos de fabricacion, monitoreo y almacenamiento del lecho por parte de los provee-
dores son importantes, ya que puede estar contaminado con toxinas y contaminantes ambien-
tales, asi como con bacterias, hongos y parasitos (NRC, 2011). El lecho no se debe colocar
sobre el piso durante el transporte y almacenamiento sino en tarimas, estantes o carros, de tal
manera que se preserve su calidad y se reduzca al minimo la contaminacién. Durante la esteri-
lizaciéon en autoclave la cama puede absorber humedad, resultando en una menor capacidad
de absorcion y favoreciendo el crecimiento de microorganismos; por lo tanto, se deben dar los
tiempos de secado y las condiciones de almacenaje apropiadas.

La cantidad de lecho que se coloca en la caja o jaula debe ser suficiente para que los
animales se mantengan secos durante el lapso comprendido entre los cambios, y para que
el animal pueda expresar su repertorio natural de conductas como excavacion, forrajeo,
formacion de madriguera y nido. En el caso de los pequefios roedores de laboratorio, hay
que observar que los picos de los bebederos no toquen el lecho, porque esto causa derra-
me de agua dentro de la jaula. También debe tener una capacidad de absorcion adecuada,
ya que, si es muy absorbente, puede provocar la deshidratacion de las crias, como sucede
en el caso de los roedores y los conejos los cuales nacen sin pelo y muy poco desarrolla-
dos. Y por el contrario si son hidrofdbicas, los animales van a estar humedos, aumentando

su estrés y alterando el bienestar.
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Tipos de lecho
La cama, generalmente, se fabrica a partir de materiales vegetales como la madera, el al-

godon y la mazorca de maiz, que estan sujetos a diversos grados de procesamiento.

Madera

La viruta de madera blanca es el material de contacto mas utilizado, aunque su uso, sin
tratamiento, esta contraindicado en algunos protocolos, debido a que puede afectar el meta-
bolismo animal (Davey A. K. y col. 2003). No se recomiendan las virutas de cedro porque
presentan hidrocarburos aromaticos inductores de las enzimas microsomales hepaticas y
ademas son citotoxicas (Torronen y col. 1989) y se ha reportado que aumentan la incidencia
de cancer (Jacobs y col. 1978). Para reducir la concentraciéon de hidrocarburos aromaticos y
prevenir este problema se ha usado el tratamiento con calor, previo a su utilizacion. Hay que
evitar el uso de viruta de maderas que al mojarse tifian a los animales, ya que esto provoca
peleas; tampoco deben despedir aromas que enmascaren los olores naturales. La mas acep-

table es la viruta de alamo.

Marlo

El marlo o mazorca de maiz, se produce a partir del centro lefioso de la mazorca. Se pro-
cesa en un molino, posteriormente se seca, y esta disponible en varios tamafos de granula-
cion. Este material inhibe la acumulacién de amoniaco, pero esta caracteristica no esta rela-
cionada con su capacidad de absorcién. La mazorca de maiz puede ser abrasiva y se ha
asociado con lesiones en las patas en cepas de ratones inmunodeprimidos. También se ha
observado la liberacion de acido acético en forma de gas, presumiblemente por la descom-
posicion de la materia organica residual. La densidad de la mazorca de maiz limita la cons-
truccién de nidos y, por lo tanto, se debe complementar con material para la nidificacién o
mezclar con otros tipos de camas. Se recomienda esterilizar en autoclave o comprarlo irra-
diado, ya que la porosidad de la mazorca de maiz conduce al crecimiento de moho en el pro-
ducto no esterilizado o no irradiado. La mazorca de maiz se expande y se adhiere durante el
autoclavado, lo que requiere la necesidad de disociar los granulos después de la esteriliza-

cioén con vapor (Carter R. y col. 2018).

Celulosa

Una variedad de productos de madera procesada, por ejemplo, celulosa tanto virgen como
reciclada, se utilizan como lecho de contacto y sin contacto. Los productos difieren en capaci-
dad de absorcién, color, forma y tamafio. También se pueden mezclar con otros productos,
como el marlo. Los lechos de celulosa son mas caros que la madera y generalmente son idea-
les para la construccion de nidos. Hay una gran variedad de productos fabricados a partir de la
celulosa, utilizados como cama sin contacto. Estos incluyen al papel absorbente con respaldo
de plastico y al carton corrugado. Se comercializan en hojas pre cortadas, con forma de bande-

ja y en rollo. El material utilizado para la cama sin contacto se puede impregnar con antibidti-
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cos, por ejemplo, neomicina, para inhibir el crecimiento bacteriano y la posterior produccion de

amoniaco (Carter R. y col. 2018).

Agua de bebida

Se administra en mamaderas con un pico especial de acero inoxidable. Las botellas de
agua siguen siendo la mejor opcidén para el suministro de agua para los animales de laborato-
rio. Se fabrican comercialmente en varios tamafos y materiales, tales como el vidrio y distintos
polimeros plasticos. Deben ser resistentes a productos quimicos desinfectantes y al proceso de
esterilizacion con vapor.

El vidrio se usa desde hace mucho tiempo en la industria, presenta la desventaja de ser
pesado en comparacion con los polimeros plasticos, y debido a las frecuentes roturas se
producen lesiones en el personal. Se ha demostrado que, en determinadas circunstancias,
las botellas de vidrio aportan silicio al agua potable, introduciendo una nueva variable en
las investigaciones.

Las botellas de tipo polimero ofrecen la ventaja de ser livianas, duraderas, transparen-
tes y resistentes al calor y a la degradacién quimica. Se comercializan en diversos volume-
nes y formas, que se adaptan a las distintas especies de animales de laboratorio. Aunque
las botellas de polimero ofrecen muchas ventajas, un tipo de polimero plastico, el policar-
bonato, se ha asociado con la liberacion de bisfenol A (Howdeshell K. L. y col. 2003), un
compuesto organico sintético utilizado en la produccién de policarbonatos y otros termo-
plasticos. El bisfenol A y analogos, bisfenol S y bisfenol F, se caracterizan por ser disrupto-
res enddcrinos y exhiben propiedades similares a la de los estrégenos. Por el contrario, el
polipropileno, polietileno y tereftalato de polietileno (PET) no se fabrican con bisfenoles u
otros disruptores enddécrinos conocidos, lo que sugiere que estos materiales representan
una alternativa viable. La introduccion de disruptores endocrinos a través del suministro de
agua, puede agregar una variable a la investigacién y quizas perturbar los ciclos normales
de reproduccion (Allen E. D. y col. 2018).

Los tapones o tapas estan disponibles en una amplia gama de materiales. Los tapones de
caucho y neopreno negros son los tipos predominantes. De estos dos, el neopreno es mas
resistente a la degradacion causada a los ciclos repetitivos de esterilizaciéon con vapor; sin em-
bargo, el endurecimiento de los tapones, ocurre con ambos tipos. Esto puede provocar la des-
composicién y la liberacion de particulas del tapon al agua potable. En ultima instancia, estas
particulas serdn consumidas por los animales con consecuencias potencialmente negativas.
También se sabe que los tapones de caucho y neopreno liberan minerales y metales pesados
al agua (Nunamaker y col. 2013).

Hay que asegurarse que el pico de la mamadera no se tape, ya que la falta de agua luego
de dos o tres dias puede provocar la muerte del animal. Se recomienda reemplazar las botellas

por otras limpias y con agua fresca, antes que rellenarlas, con el fin de evitar contaminaciones

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS | UNLP 66


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK500450/

CIENCIA Y BIENESTAR DE LOS ANIMALES DE LABORATORIO — C. CARBONE, M. A. AYALA Y M. DEL P. CAGLIADA (COORDINADORES)

microbiolégicas. Cada caja tiene su modelo particular de mamadera. Cuando se deben trans-
portar los animales, el agua se coloca en forma de gelatina consistente, o frutas (manzana,
mandarinas, naranjas), o un trozo de papa.

La esterilizacién con vapor es uno de los métodos mas antiguos y eficaces para tratar el
agua potable de los animales de laboratorio. En condiciones apropiadas, la esterilizaciéon con
vapor destruye todos los microorganismos presentes en el medio acuatico, incluidos virus, bac-
terias, esporas, hongos, mohos y protozoos.

El uso de compuestos de cloro para tratar el agua potable de los animales es un medio de
desinfeccioén eficaz y aceptable. Estos compuestos preservan la calidad del agua al evitar que
microorganismos sensibles al cloro colonicen el sistema de distribucion de agua. Incluso tienen
efecto antimicrobiano a concentraciones bajas.

Hay muchos compuestos de cloro disponibles para tratar los suministros de agua potable.
Las cloraminas, el hipoclorito de sodio (NaOCI) y el diéxido de cloro (ClO2) se encuentran entre
los compuestos mas utilizados. En concentraciones correctas, los compuestos de cloro son
seguros para el consumo humano y animal (Allen E. D. y col. 2018).

El acido inorganico se ha utilizado durante mucho tiempo en los sistemas de agua potable
de los animales de laboratorio como medio para controlar la contaminacién bacteriana. El agua
acidificada ha sido particularmente eficaz para eliminar patégenos oportunistas gramnegativos
como Pseudomonas aeruginosa, un organismo comun que se encuentra en los suministros de
agua domésticos. Aunque son eficaces contra P. aeruginosa y otras bacterias Gram negativas,
algunos microorganismos (por ejemplo, hongos resistentes a los acidos) pueden no verse afec-
tados y sobrevivir.

El acido clorhidrico es el mas utilizado, aunque el acido sulfurico constituye una opcion efi-
caz. Un pH de entre 2,5 y 3,0 es la concentracion de acido recomendada. Se ha demostrado
que un pH por debajo de 2,5 afecta las ganancias de peso y el consumo de agua en ratones
machos. El uso de agua acidificada puede tener algunos efectos secundarios en la investiga-
cion, los cuales deben considerarse antes de su uso. En algunos casos, el agua acidificada
puede reaccionar con los tapones de las botellas de agua y liberar sustancias indeseables.
También se ha demostrado que altera el microbioma intestinal y la incidencia y la tasa de apa-
ricién de la diabetes (Allen E. D. y col. 2018).

Alimento

El suministro de alimentos de alta calidad es esencial para satisfacer las necesidades fisio-
I6gicas de los animales, especificamente el crecimiento, el mantenimiento y la reproduccion.
Existen numerosos productos, que difieren en el contenido de nutrientes, disponibles en varias
formulaciones. Una directiva principal al formular piensos es garantizar un contenido suficiente
de agua, carbohidratos, grasas (lipidos), proteinas, minerales y vitaminas. Si bien todos los

animales requieren cada una de estas seis clases de nutrientes, algunas especies pueden re-
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querir niveles mas altos de algunos que otros. Se debe tener en cuenta que los nutrientes
esenciales son aquellos que un animal no puede sintetizar o no sintetiza en cantidades sufi-
cientes para mantenerse sanos, por lo que deben obtenerse de una fuente externa, es decir, en
la dieta. Es importante reconocer, al seleccionar una dieta, que un nutriente en particular puede
ser esencial (es decir, necesario en la dieta o proporcionado de otra manera) para algunas
especies, pero no para otras. Los nutrientes no esenciales son aquellos que son producidos
por el animal o su flora microbiana (Carter R. y col. 2018).

Debe ser palatable y digestible. Libre de harina de pecado, aditivos, drogas, hormonas, an-
tibioticos, pesticidas y contaminantes; todos estos agregados interfieren en los resultados de
las pruebas. En roedores se administra ad libitum. Se debe conocer su composicién, fecha de
elaboracién y fecha de vencimiento. Lo ideal es consumirlo antes de cumplirse los 3 meses de
su produccién. Las bolsas deben estar intactas durante su almacenamiento, sin roturas ni mo-
jaduras o humedad. No deben almacenarse sobre el piso directamente y debe controlarse el
ingreso de roedores salvajes u otros vectores de enfermedades al depésito de alimento. El
alimento puede ser irradiado (radiacién ) y reforzado con un antioxidante para evitar que se
enrancie. O puede ser esterilizado en autoclave y reforzado con vitaminas, ya que algunas se
degradan con el calor. También el autoclavado puede afectar la palatabilidad y dureza de los
pellets. En cada sala, se suele tener un contenedor con una pequefa reserva de alimento: se
recomienda no intercambiar esos recipientes entre salas ni trasladarlos por los pasillos para
evitar contaminaciones.

Y lo ideal es tener un certificado con el analisis quimico y microbiolégico de cada lote o
partida. Debe cuidarse al maximo sus condiciones de transporte, de almacenamiento, la
manipulacion y el tratamiento que se le da antes de aportarselo a los animales. El alimento
en forma de pellets debe tener la consistencia adecuada para que el animal pueda consu-

mirlo y que no se desperdicie.

Densidad animal

Es el numero de animales por caja o jaula. Debe responder a las recomendaciones interna-
cionales. La cantidad de animales a colocar en una caja o jaula depende de su tamafio corpo-
ral, edad, estado pre y post natal, evitando el hacinamiento. Cada animal debe disponer de un
espacio minimo, suficiente para moverse y expresar las posturas normales de conducta y so-
ciabilidad. Debe tener facil acceso al agua y alimento y disponer de un area suficiente con le-

cho limpio y sin obstaculos para moverse y descansar (Tabla 1).
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Animales Peso corporal (g) Area de Altura® cm
piso/Animal cm?

Ratones <10 38,71 12,7
Hasta 15 51,61 12,7
Hasta 25 77,42 12,7
> 25P 96,77 12,7

Ratas <100 109,68 17,78
Hasta 200 148,39 17,78
Hasta 300 187,1 17,78
Hasta 400 258,1 17,78
Hasta 500 387,1 17,78
> 500° 451,61 17,78

Hamsteres <60 64,52 15,24
Hasta 80 83,87 15,24
Hasta 100 103,23 15,24
> 100° 122,58 15,24

Cobayos <350 387,1 17,78
> 350 651,6 17,78

a. De piso a techo de la jaula. b Los animales mas grandes pueden requerir mas

espacio para satisfacer los estandares de rendimiento (vea el texto)

Tabla 1. Espacio recomendado para roedores de laboratorio alojados en grupo.
Fuente: Guide for the Care and Use of Laboratory Animals. National Research Council.

Macroambiente

Es el ambiente fisico o espacio secundario que contiene el conjunto de cajas, jaulas, corra-
les, gatiles o caniles.

Los factores que componen el macroambiente son: la temperatura, la humedad, la ilumina-
cion, la ventilacion, los ruidos y los olores. La alteracidon de estos factores producira cambios en
el modelo animal y con ello, la modificacion del tipo de respuesta, y aumento de la variabilidad

de los resultados entre o dentro de los laboratorios de experimentacion.
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Temperatura y humedad

Estos parametros deben fluctuar dentro de un rango estrecho, de acuerdo con la especie
y la cepa. Por ejemplo, para ratones la temperatura adecuada es entre 20 a 25°C y la hume-
dad entre 40 y 70 %. El mantenimiento de la temperatura corporal dentro de los limites de la
variacion normal es esencial para el bienestar de los homeotermos. Generalmente la exposi-
cion de los animales no adaptados a temperaturas superiores a los 29.4°C o por debajo de
4.4°C, sin que tengan acceso a proteccién en un refugio u otro mecanismo, producen efectos
clinicos, que pueden poner en peligro su vida. Los animales se pueden adaptar a condiciones
extremas mediante mecanismos morfologicos, fisiolégicos y de conducta, pero tales adapta-
ciones llevan tiempo y pueden alterar los resultados experimentales o afectar los rendimien-
tos (CCAC, 2003).

Los cambios de temperatura producen cambios en el metabolismo, en la circulacion periféri-
ca, en la actividad y comportamiento de los animales. Al producirse variaciones en la ingesta,
se producen cambios en las pruebas de captacion de sustancias, asi como en la actividad de
esas sustancias. Ademas, interfieren en la lactancia, gestacion y espermatogénesis. En gene-
ral, los roedores soportan mejor las bajas temperaturas que las altas, por encima de los 32°C
puede producirles la muerte. Esto se debe a que los roedores tienen mayor dificultad para disi-
par el calor, puesto que carecen de glandulas sudoriparas, no jadean y tienen casi toda su
superficie corporal cubierta de pelos. Disipan el calor a través de la cola, mojan su cuerpo con
saliva, y en la naturaleza cavan pozos. Las ratas cuando se encuentran en ambientes frios
producen menor cantidad de acido ascorbico, por lo que se aconseja suministrarles vitamina C
(Salvador Cabos N. 2001).

La temperatura de la sala también puede variar de acuerdo a la densidad animal, equipos
que estén en funcionamiento y por la cantidad de personas y el tiempo que ellas se encuentren
trabajando en la sala.

La humedad relativa (HR) es otro componente del macroambiente que podria tener efectos
perjudiciales sobre la salud animal si no se mantiene dentro de rangos tolerables. Si bien existe
un rango mas amplio de control de la humedad (30% -70%) que la temperatura, se deben evitar
las variaciones extremas (NRC 2011). Estos valores se basan en rangos tolerables para la
mayoria de las especies de mamiferos, es fundamental determinar cual es el rango ideal para
la especie utilizada en la investigacion biomédica. Se ha demostrado que las fluctuaciones
extremas impiden la tasa de pérdida de calor de un animal, afectan la actividad normal y provo-
can cambios en las cantidades normales de ingesta de alimentos (NRC 2011). Ciertas especies
pueden desarrollar dermatitis o piel escamosa, y las ratas y ratones pueden desarrollar cola
anillada o ring-tail, por periodos prolongados de exposicién a humedad por debajo del 30%. La
HR extremadamente alta también puede influir en las condiciones del microambiente, como el
aumento de los niveles de humedad en la cama, la condensacién de la pared de la jaula, las

temperaturas mas altas de la jaula, el deterioro de los alimentos y la generacién bacteriana de
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amoniaco, esto ultimo puede ser responsable de procesos patologicos del tracto respiratorio
(Salvador Cabos N. 2001).

Teniendo en cuenta las derivaciones ocasionadas por la falta de control del ambiente, la
temperatura y la humedad deben monitorearse y registrarse de manera regular. Un equipo
tan simple como un higrotermémetro en cada sala o un sofisticado sistema electrénico de
monitoreo ambiental en toda la instalacion puede garantizar que los animales no estén
sujetos a periodos prolongados de fluctuaciones extremas de temperatura y humedad (Ho-
gan M. C. 2018).

Ventilacion y calidad del aire

Este factor es fundamental ya que ademas de aportar el oxigeno necesario, elimina la carga
térmica producto de la respiracion animal, la iluminacion y los aparatos; diluye los gases y par-
ticulas contaminantes; ajusta el contenido de humedad del aire de la sala; y en donde sea ne-
cesario crea diferencia de presion de aire entre espacios adyacentes. Sin embargo, el estable-
cer un indice de ventilacion en el cuarto no asegura la adecuacion de la ventilacion en el encie-
rro primario del animal y por lo tanto no garantiza la calidad del microambiente.

El grado de movimiento del aire o corriente de aire causa incomodidad y consecuencias
bioldgicas. El volumen y las caracteristicas fisicas del aire suministrado a un cuarto y su pa-
tron de difusion, influyen en la ventilacion del microambiente del animal. El tipo y la localiza-
cion de los difusores del suministro de aire, las ventanillas de salida del mismo, afecta la efi-
ciencia de la ventilacién del encierro primario (caja o jaula) y secundario (sala). Para evaluar
estos factores, en relacion con la carga de calor y los patrones de difusién del aire y lograr
una Optima ventilaciéon tanto del encierro primario como en la sala, son de gran utilidad los
modelos de computadora.

Durante muchos afios se ha usado la recomendacion de 10 a 15 cambios por hora del vo-
lumen total de aire del encierro secundario y aun se considera un estandar general aceptable.
Aun cuando es eficaz para muchas situaciones encontradas en los bioterios, esta recomenda-
cion no toma en cuenta el rango de las posibles cargas térmicas; las especies, tamano y nime-
ro de animales en cuestion; el tipo de lecho o la frecuencia de su cambio; las dimensiones del
cuarto; o la eficiencia de la distribucién del aire del encierro secundario hacia el primario. El uso
de una recomendacion tan amplia puede, en algunas situaciones, causar problemas al sobre-
ventilar un encierro secundario que contenga muy pocos animales y por lo tanto desperdiciar
energia, o bien subventilar otro encierro secundario en donde haya muchos animales y por lo
tanto se acumulen los olores y el calor. Para determinar con mayor precisién la ventilacion re-
querida se puede calcular, con la ayuda de un ingeniero mecanico, el indice de ventilacién mi-
nima (en metros cubicos por minuto) necesario para acomodar las cargas de calor generadas
por los animales. El calor generado por los animales se puede calcular con la férmula de ga-

nancia-promedio-del-calor-total publicada por la American Society of Heating, Refrigeration and
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Air-Conditioning Engineers (ASHRAE, 1992). Esta férmula es independiente de la especie y en
consecuencia aplicable a cualquier animal que genere calor. La ventilacion minima requerida
se obtiene calculando la cantidad de enfriamiento necesaria (carga de enfriamiento total) para
controlar la carga de calor que se espera sera generada por el nUmero maximo de animales
que pueden ser hospedados en el encierro problema, mas cualquier otro calor generado de
fuentes no animales y transferido a través de las superficies del cuarto. El método de calculo de
la carga total de enfriamiento también se puede usar en espacios para animales que tengan un
indice de ventilacion fijo y determinar el nimero maximo de animales (con base en la masa
animal total) que pueden alojarse en ese espacio. Si bien este calculo se puede usar para de-
terminar la ventilacion minima necesaria para evitar la acumulacion de calor, otros factores
tales como: el control del olor, de alérgenos, la generacién de particulas y el control de los ga-
ses producto del metabolismo, podrian demandar una ventilacion mayor que el minimo calcula-
do (NRC 2011).

Se debe tener en cuenta que la calidad del aire en las habitaciones no solo tiene un impacto
en la salud animal, sino que también es un componente importante para crear un entorno segu-
ro para el personal que trabaja en las instalaciones para animales. Uno de los riesgos laborales
mas comunes para el personal que trabaja en los bioterios, es el desarrollo de alergias relacio-
nadas con los animales o una mayor sensibilidad a los alérgenos. La calidad del aire de la habi-
tacion de los animales se ve afectada por la carga de particulas de una variedad de particulas,
como la caspa de los animales y el polvo generado por la cama de los animales, por gases
como los vapores de amoniaco y por agentes infecciosos tanto de animales como de seres
humanos (Hogan M. C. 2018).

lluminacion

La iluminacion adecuada es crucial para la fisiologia y el comportamiento de un animal, y las
alteraciones en el ciclo, la intensidad o el espectro de la luz pueden provocar estrés. Ademas
de la duracion, la intensidad y la longitud de onda, las especies y la cepa de los animales tam-
bién son factores a considerar (NRC 2011) para el macroambiente.

La iluminacion debe ser uniforme en todo el macroambiente para satisfacer los requisitos de
iluminacién especificos del animal y proporcionar suficiente luz para realizar los procedimientos
de evaluacion de la cria, la higiene y la salud animal. La iluminacién debe estar en niveles
apropiados independientemente de la ubicacidn del animal en la habitacion. Para la mayoria de
los bioterios la recomendacion es de 325 lux aproximadamente a 1 m sobre el piso para las
salas de animales, sin causar dafio a la retina a los roedores albinos (NRC 2011).

Para controlar la intensidad de la luz y proporcionar la iluminacion adecuada, la mayoria de
las instalaciones modernas, estan disefiadas para incluir sistemas de iluminaciéon de dos nive-
les. Con este sistema, se puede establecer un nivel bajo de lux para los roedores albinos o en

niveles mas altos para animales con ojos normalmente pigmentados. La iluminaciéon también se
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puede ajustar de acuerdo con las necesidades del investigador o adaptarse a actividades de
cria. Los bioterios mas modernos utilizan sistemas computarizados para controlar la iluminacion
de dos niveles, los cuales pueden administrarse desde el escritorio o0 mediante acceso remoto
a través de aplicaciones en dispositivos moviles (Hogan M. C. 2018).

Las instalaciones estan disefadas para proporcionar un entorno de luz controlada que evite
que las influencias ambientales externas, como la iluminacion natural, creando variaciones de
los fotoperiodos programados. Los ciclos de luz deben garantizar que la salud animal no se vea
comprometida y deben brindar ritmos diurnos y circadianos normales. Los ciclos de luz que
proporcionan de 12 a 14 horas de luz al dia son apropiados para la mayoria de los animales de
laboratorio (Pritchett-Corning y col. 2011).

Dado que la mayor parte de la actividad humana en una instalacion de investigacion
ocurre normalmente durante el dia, el fotoperiodo mas utilizado en las instalaciones de
investigacion animal es la iluminacion durante el dia y la oscuridad durante la noche. Du-
rante este ciclo, las luces de la sala de los animales estan encendidas durante el horario de
trabajo normal del animalario y a un nivel de iluminacién aceptable para permitir la cria de
rutina, el cuidado veterinario y las actividades de investigacién. Sin embargo, en algunas
situaciones, los investigadores eligen ciclos de luz invertida, donde las luces estan apaga-
das durante el dia y encendidas durante la noche. Dado que los roedores son animales de
habitos nocturnos, este tipo de fotoperiodo es conveniente para que los investigadores
observen las actividades y el comportamiento de estos animales. La iluminacién de espec-
tro rojo y los anteojos de visidn nocturna pueden aliviar algunos de los desafios permitien-
do que el personal continie con seguridad con sus actividades diarias. La iluminacion del
espectro rojo funciona debido a una diferencia en las células que forman la retina del ojo
humano y del roedor (Pritchett-Corning y col. 2011). Los roedores no pueden percibir la luz
roja, mientras que los humanos pueden ver esta longitud de onda de luz, lo cual permite
continuar las operaciones diarias en el ambiente iluminado esta luz. Aunque la iluminacion
del espectro rojo es ampliamente reconocida por permitir un entorno de trabajo seguro para
los seres humanos, un estudio reciente mostré evidencia de cambios marcados en los rit-
mos hormonales circadianos y corticosterona plasmatica en ratas desnudas que estaban
alojadas en jaulas tefidas de rojo. Como alternativa al uso de iluminacién de espectro rojo,
Faith y Huerkamp describieron los beneficios de las lamparas de sodio (vapor), que propor-
cionan niveles de luz suficientes para los humanos, pero atenuan la luz para los roedores a
un nivel que permite el comportamiento nocturno (Faith y Huerkamp 2009).

Los sistemas de iluminacién electronicos mas avanzados, son capaces de cambiar gra-
dualmente la intensidad de lux, creando un efecto de anochecer a amanecer en lugar de un
cambio brusco en la iluminacion. Los cambios repentinos en la intensidad de la iluminacién
pueden provocar una respuesta de sobresalto en los animales. Por ejemplo, las aves que no
estan acostumbradas a fotoperiodos programados pueden volar y chocar con paredes u otros

obstaculos cuando inesperadamente se apaga la luz. Algunas especies acuaticas requieren
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iluminacién de transicion para estimular los comportamientos de alimentacion, limpieza y co-
modidad (Hogan M. C. 2018).

Se sabe, que los ciclos de luz son muy importantes para mantener el ritmo circadiano
natural, y que sus alteraciones pueden tener efectos perjudiciales en el cerebro, la funcién
corporal y el comportamiento. Se observé que los ratones sometidos a un fotoperiodo de
20 horas (10 horas de luz y 10 horas de oscuridad) durante 6 a 8 semanas, mostraron
cambios profundos en la cognicién vy la fisiologia, aumento de la temperatura corporal, alte-
racion de los niveles hormonales normales y aumento de peso. Otros estudios han demos-
trado que los cambios en el fotoperiodo produjeron alteraciones del comportamiento (au-
mento de la agresividad), asi como cambios en la reproduccién y una mayor susceptibilidad
al cancer y a enfermedades infecciosas. Dado que las interrupciones no programadas en
los fotoperiodos pueden ser devastadoras para los resultados de la investigacion, la ilumi-
nacién debe controlarse electrénicamente y monitorearse regularmente para garantizar que
los ciclos sean constantes (Hogan M. C. 2018).

Histéricamente, se utilizan tubos de luz fluorescente, tipo luz de dia, en el techo de los pasi-
llos y en las salas de los animales. Lo mas moderno es la introduccion de diodos emisores de
luz (LED), que, a niveles apropiados, demostraron que no interfieren con los ritmos circadianos
ni causan efectos fototdxicos. Estas luces se colocan en las cuatro esquinas de las salas, para
que todas las cajas reciban la misma cantidad de luz. Aunque la iluminacion LED suele ser mas
cara al principio, consume menos energia y funciona durante mas tiempo que las luminarias
tradicionales. Otra opcion, es el aumento de la iluminacion natural a través de ventanas o traga-
luces. Aunque no es recomendable, debido a la incapacidad de controlar estrictamente los
fotoperiodos, puede ser parte de un programa de enriquecimiento ambiental para especies de
nivel superior, como primates no humanos o animales de granja alojados en instalaciones de

investigacién (Hogan M. C. 2018).

Ruidos

Se ha demostrado que el ruido y la vibracion afectan muchos parametros de comportamien-
to y fisioldgicos en animales y pueden ser una variable de confusion en estudios de investiga-
cion. Por lo tanto, deben evitarse, sobre todo los repentinos y estridentes. No utilizar sirenas ni
alarmas. El aislamiento de los ruidos y las vibraciones debe considerarse desde el disefio de
las instalaciones. El maximo nivel permitido es de 50 decibeles, si es mayor puede tener un
efecto nocivo provocando estrés y problemas de fertilidad. Los roedores son muy sensibles a
los ultrasonidos, pueden oir frecuencias mayores a 80 KHz. En general los sonidos constantes
y de baja frecuencia son menos nocivos que los sonidos intermitentes y de alta frecuencia.
Ademas de la intensidad, influye también la duracion, el tiempo de exposicion, la repeticion, asi
como la especie y el estado fisiolégico del animal expuesto. Los animales sometidos a determi-

nados sonidos pueden presentar dafios en los oidos, hipertension, cambios en su peso corpo-
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ral, en la respuesta inmune, en la quimica sanguinea, ademas de provocar canibalismo (Salva-
dor Cabos N. 2001).

Es recomendable que las areas donde se alojan los animales, estén bien separadas de las
oficinas o sectores donde trabaja el personal, para reducir al minimo las molestias a ambos
ocupantes de las instalaciones. Los animales ruidosos, como los perros, cerdos, caprinos, y
primates no-humanos deben alojarse lejos de los animales silenciosos como los roedores, co-
nejos y gatos (ILAR 1999).

Olores

El olor es otro factor que afecta a los animales de experimentacion, es por ello que no
se debe utilizar desinfectantes que emanen olores, que sean irritantes y mucho menos
desodorizantes, dentro de los ambientes del bioterio. Evitar todo tipo de perfume que en-
mascare los olores naturales de los animales, ya que pueden producir cambios en la con-
ducta social.

La percepcién de amoniaco en el ambiente es un indicador de saturacién del lecho, por lo
que se recomienda tener programas de cambio de lecho segun la poblacion que se maneje.
Por ejemplo, se conoce que el hombre es capaz de percibir 100 ppm de amoniaco del ambien-
te del raton y éste puede percibir desde 25 ppm.

Es fundamental también cuando nos referimos al macro y microambiente contar con un
buen programa de enriquecimiento ambiental para asegurarnos el bienestar de los animales
que se encuentran confinados y que seran utilizados en las distintas experiencias. Los elemen-
tos de enriquecimiento deben ser descartables o lavables y autoclavables, no toéxicos, no peli-
grosos ni estresantes per se.

Un buen manejo de todos estos factores nos permitira mantener y producir animales de la-

boratorio definidos respetando los estandares internacionales.
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