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RESUMEN:

En el ratén de laboratorio se emplean diferentes
protocolos de analgesia y anestesia; sin embargo,
no existe un esquema estandarizado, ya que su
aplicacion depende de multiples factores, entre ellos las
combinaciones de farmacos utilizadas, la necesidad de
ajustes periédicos en cada laboratorio y la respuesta
particular de cada procedimiento y cepa. En este contexto,
los analgésicos meloxicam y meglumine de flunixin,
aunque utilizados en la practica, atin cuentan con escasa
evaluacién comparativa respecto de su eficacia y sus
efectos sobre el bienestar del raton de experimentacion.
En este estudio piloto se utilizaron 15 ratones macho de
la cepa BALB/cAnN para evaluar los efectos de estos dos
analgésicos administrados en el periodo perioperatorio
de una vasectomia. Para valorar el bienestar de los
animales se realizaron observaciones conductuales en la
caja de alojamiento a las 24, 48 y 72 horas posteriores
a la cirugia, registrandose comportamientos como
acicalado, trepar, defecacién y excavaciéon. Ademas, se
aplicé la prueba de excavacion burrowing. Los analisis
estadisticos no evidenciaron diferencias significativas
entre tratamientos para Jlos comportamientos de
acicalado, trepar, defecacion y excavacion (p > 0,05).
En la prueba de burrowing se detecté un efecto del
tiempo de observacion, con una contribucién principal
del tratamiento Vasectomia-Meloxicam en la interaccion
tiempo—tratamiento. En conjunto, este estudio preliminar
aporta informacién comparativa sobre el uso de dos
analgésicos en el periodo perioperatorio y contribuye a
la seleccioén de protocolos que favorezcan el bienestar de
los animales de experimentacion.

Palabras clave: Raton BALB/c, Analgesia, Comporta-
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INTRODUCCION:

Los principios de Reduccion, Reemplazo vy
Refinamiento (3Rs), formulados por Russell y Burch en
The Principles of Humane Experimental Techniques®,

ABSTRACT

Different anesthesia and analgesia protocols are
used in laboratory mice; however, no standardized
regimen exists, as their application depends on
multiple factors, including the combinations of drugs
employed, the need for periodic adjustments in each
laboratory, and the specific response associated with
each procedure and mouse strain. In this context,
the analgesics meloxicam and flunixin meglumine,
although commonly used in practice, still lack
sufficient comparative evaluation regarding their
efficacy and their effects on the welfare of laboratory
mice. In this pilot study, fifteen male BALB/cAnN
mice were used to evaluate the effects of these two
analgesics administered during the perioperative
period of a vasectomy procedure. Animal welfare
was assessed through behavioral observations in the
home cage at 24, 48, and 72 hours after surgery,
recording behaviors such as grooming, climbing,
defecation, and digging. In addition, the burrowing
test was performed. Statistical analyses did not
reveal significant differences between treatments
for grooming, climbing, defecation, and digging
behaviors (p > 0.05). In the burrowing test, an effect of
observation time was detected, with the Vasectomy-—
Meloxicam treatment contributing mainly to the
time—treatment interaction. Overall, this preliminary
study provides comparative information on the use of
two analgesics during the perioperative period and
contributes to the selection of protocols that promote
the welfare of laboratory animals.

BALB/c Mice,

Key words: Behaviour,

Vasectomy

Analgesia,

constituyen el marco ético y metodolégico que orienta
la investigacién con animales de laboratorio. Dentro de
este enfoque, el refinamiento comprende el conjunto de
estrategias destinadas a minimizar el dolor, el estrés
y el sufrimiento de los animales, asi como a optimizar
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los procedimientos experimentales?® 3. Este principio se
articula estrechamente con la reduccién y el reemplazo,
ya que la mejora del disefio experimental, el uso de
informacion previa disponible y la implementaciéon de
métodos alternativos o estudios piloto contribuyen
simultaneamente a disminuir el nimero de animales
utilizados y a mejorar su bienestar*.

Enlos procedimientos experimentales que se ejecutana
diario con los animales también se aplica el refinamiento,
ya que este incluye todas las operaciones para minimizar
y eliminar el dolor, a fin de garantizar el bienestar animal®:
El dolor no tratado puede alterar el comportamiento, la
fisiologia y la respuesta inmunoldgica de los animales,
incrementando la variabilidad experimental y afectando la
reproducibilidad de los resultados®-®. Estas alteraciones
pueden comprometer la confiabilidad de los estudios
y conducir a la necesidad de utilizar un mayor niumero
de animales para obtener resultados estadisticamente
robustos®.

En este contexto, diversas practicas contribuyen al
refinamiento en la experimentacion animal, entre ellas
garantizar condiciones de alojamiento que permitan la
expresién de comportamientos propios de la especie'®,
la utilizacién de protocolos adecuados de anestesia y
analgesia para el control del dolor", y la implementacion
de estrategias de manejo y entrenamiento que reduzcan
el estrés asociado a los procedimientos experimentales.

En la investigacion con animales de laboratorio se
han desarrollado diversos métodos para evaluar el
bienestar durante los procedimientos experimentales.
Estos incluyen indicadores conductuales, fisiologicos y
clinicos que permiten detectar alteraciones asociadas
al dolor o al estrés. En este contexto, la aplicacién
de sedacion, anestesia y analgesia constituye una
estrategia fundamental de refinamiento en numerosos
modelos experimentales, particularmente en aquellos
que implican procedimientos invasivos o quirdrgicos-'3.

El raton (Mus musculus) constituye uno de los modelos
animales mas utilizados en investigacion biomédica
debido a su disponibilidad, facilidad de manejo y amplio
conocimiento de su biologia®. En este contexto, la
analgesia perioperatoria representa un componente
fundamental del refinamiento en procedimientos
quirurgicos realizados en ratones de laboratorio, ya que
contribuye a minimizar el dolor y el estrés asociados
a las intervenciones experimentales®’. Sin embargo,
no existe un protocolo analgésico universalmente
estandarizado para esta especie, debido a que la
respuesta a los farmacos puede variar segun la cepa,
el tipo de procedimiento quirurgico y las condiciones
experimentales™'4'%18. Entre los analgésicos utilizados
en roedores de laboratorio, los antiinflamatorios no
esteroideos (AINEs), como meloxicam y meglumine de
flunixin, se emplean con frecuencia para el control del
dolor postquirdrgico 714161718,

El mecanismo de accion de ambos farmacos se basa
en la inhibicion de la ciclooxigenasa (COX), enzima
clave en la sintesis de prostaglandinas involucradas en
los procesos inflamatorios y nociceptivos. Sin embargo,
ambos farmacos difieren en su perfil farmacoldgico, ya
que meloxicam presenta una inhibicién preferencial de
COX-2, mientras que meglumine de flunixin se considera
un inhibidor no selectivo de COX. Estas diferencias
farmacodinamicas podrian influir en la magnitud y
duracion del efecto analgésico y, en consecuencia, en
la expresién de comportamientos asociados al dolor y al
bienestar durante el periodo perioperatorio'®7-18:20,

Numerosos estudios experimentales han evaluado los
efectos de distintos anestésicos y analgésicos sobre
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variables fisiolégicas y conductuales en roedores de
laboratorio, incluyendo actividad locomotora, consumo
de alimento y agua, respuesta al dolor y recuperacion
postquirurgica, con el objetivo de optimizar los protocolos
de manejo perioperatorio y mejorar el bienestar
animal'8-2124 28-30 Asimismo, diversos estudios han
demostrado que factores ambientales y de manejo, como
las condiciones de alojamiento o la organizacion social,
pueden influir en la recuperacién postoperatoria y en los
indicadores de bienestar en roedores de laboratorio?223

Entre los indicadores conductuales utilizados para
evaluar bienestar y recuperacion en roedores se incluyen
ensayos de comportamiento natural, como la prueba
de burrowing, considerada un indicador sensible de
alteraciones en el estado fisiolégico o de bienestar?

El objetivo de este trabajo piloto fue evaluar el efecto
de dos analgésicos, meloxicam y meglumine de flunixin,
sobre indicadores conductuales de bienestar en ratones
BALB/cAnNLAE machos sometidos a vasectomia.

Se plantea como hipétesis que la administracién de
diferentes protocolos analgésicos durante el periodo
perioperatorio produce diferencias en los indicadores
conductuales de dolor y bienestar de esta especie.

MATERIALES Y METODOS:
Animales y condiciones de alojamiento

Se utilizaron 15 ratones macho de la cepa BALB/
cAnNLAE libres de patégenos especificos (SPF), de
6 semanas de edad, provenientes del Bioterio del
Laboratorio de Animales de Experimentacion (LAE),
Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional
de La Plata.

Los animales se mantuvieron bajo un sistema de
barreras sanitarias en racks ventilados, siguiendo
los procedimientos operativos estandar del LAE y las
recomendaciones internacionales para el cuidado de
animales de laboratorio. Las condiciones ambientales se
mantuvieron a una temperatura de 23 + 2 °C, humedad
relativa de 55 + 20 %, ciclo luz—oscuridad de 12:12 hy 15
recambios de aire por hora.

Disefio experimental

Tratamientos

Los animales se distribuyeron aleatoriamente en
cinco grupos experimentales (n = 3 por grupo): VM
(ratones vasectomizados tratados con meloxicam),
VA (ratones vasectomizados tratados con meglumine
de fluxinix), CM (ratones tratados con meloxicam sin
vasectomia), CA (ratones tratados con meglumine
de flunixin sin vasectomia) y CN (grupo control
negativo, sin cirugia ni tratamiento). Los animales
de los grupos VM y CM recibieron meloxicam (4
mg/kg, via subcutanea), mientras que los grupos

VA y CA recibieron meglumine de flunixin (2,5
mg/kg, via subcutanea) siguiendo protocolos de
analgesia postoperatoria previamente descritos

para ratones?’. En los grupos sometidos a cirugia
(VM y VA), la analgesia se administré previamente a
la anestesia y se continu6 cada 24 h durante siete
dias posteriores al procedimiento quirurgico. En los
grupos sin intervencion quirdargica (CM y CA), la
analgesia se administré previamente a la anestesia y
se continud cada 24 h durante siete dias posteriores a
la recuperacion anestésica. Se administré una unica
dosis perioperatoria de enrofloxacina (10 mg/kg) por
via subcutanea como profilaxis antibiotica®2.



Procedimiento quirdrgico:

Una semana previa al inicio del estudio los animales
fueron trasladados a la sala experimental para su
aclimatacién y familiarizacion con el dispositivo utilizado
en la prueba de excavaciéon (burrowing test), empleado
posteriormente para la evaluacién del bienestar animal.
Los ratones de los grupos VM, VA, CM y CA fueron
sometidos a anestesia inhalatoria con isoflurano
mediante un sistema de circuito abierto equipado con
un vaporizador exclusivo (Herlam, ISOVAP 2000).
No se realizé6 ayuno previo. Durante el procedimiento
se mantuvo la temperatura a mbiente a 25 °C y, para
prevenir la hipotermia, los animales se colocaron sobre
una almohadilla térmica durante toda la cirugia y hasta su
recuperacién completa. Los animales de los grupos VM
y VA fueron sometidos a vasectomia mediante abordaje
abdominal. Previamente se realizé el rasurado de laregién
abdominal media y unaincisién cutanea en lalinea media,
aproximadamente 1,5 cm por delante de la papila genital
y de alrededor de 1 cm de longitud. Posteriormente se
incidio la pared abdominal y se localizaron los conductos
deferentes a cada lado de la vejiga. Cada conducto
deferente fue exteriorizado, ligado con dos suturas de
hilo absorbible 4-0 colocadas a una distancia de 3-5
mm y seccionado entre ambas ligaduras. La pared
abdominal se cerr6 mediante suturas discontinuas y la
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piel con sutura simple no absorbible. Luego se retiré la
mascarilla hasta alcanzar la recuperacién y finalmente
fueron colocados en una caja acondicionada para la
recuperacion completa y posterior monitoreo.

Indicadores de bienestar:

El bienestar animal se evalu6 en todos los individuos
mediante indicadores conductuales y mediante la prueba
burrowing. Para esta prueba se utilizé un tubo de PVC
de 200 mm de largo y 68 mm de diametro, cerrado en un
extremo y elevado 30 mm en el otro mediante tornillos de
50 mm de longitud. El tubo se llen6 con pellets de alimento
balanceado comercial para rata-ratén y se colocé en la
caja de alojamiento de cada animal. El ensayo consistio
en cuantificar el alimento removido del tubo luego de 24
h de exposicion al dispositivo.

Adicionalmente, se realizé un analisis de frecuencias
comportamentales mediante observacion directa. Tanto
las observaciones conductuales como la prueba de
burrowing fueron realizadas por un operador cegado
respecto de los tratamientos experimentales. Cada ratén
fue colocado individualmente en una caja limpia con
lecho de marlo y observado durante 30 minutos. Los
comportamientos se registraron mediante un etograma
basado en las categorias conductuales descritas por
Maschi (2017)% (Tabla 1).

Tabla 1. Etograma para el registro de categorias conductuales en ratones de la cepa BALB/cAnNLAE

ETOGRAMA

Conductas de
mantenimiento

Conductas locomotoras / exploratorias

Conductas de
inmovilidad / estrés

Conductas
fisiologicas

Elevarse: el animal sostiene el peso del cuerpo sobre
los miembros posteriores levantando los miembros
anteriores y orientando la cabeza hacia arriba.

Trepar: el ratéon se despega del piso y se sostiene con
uno o mas miembros sobre las rejas del comedero o la

Acicalarse:
lamido de la piel

y desplazamiento
de los miembros
anteriores sobre la
superficie anterior
del cuerpo, asi
como rascado con
cualquiera de los
miembros.

Comer/beber:
ingestiéon de

Defecar/orinar:
expulsion de pellets
fecales o miccion,
generalmente
acompafiada por
una postura inmovil
con descenso de la
region posterior del
cuerpo.

Freezing:
inmovilidad completa
del animal durante
mas de un segundo.

tapa de la caja.

alimento o agua

desde la tolva.

Explorar: desplazamiento activo por la caja
acompafiado de conductas de olfateo del entorno.

Excavar: el animal remueve el lecho de la caja
introduciéndose parcial o totalmente en él.

El etograma incluy6 las siguientes categorias conductuales: elevarse, cuando el animal sostiene el peso del cuerpo sobre los
miembros posteriores levantando los miembros anteriores y orientando la cabeza hacia arriba; trepar, cuando el ratédn se despega
del piso y se sostiene con uno o mas miembros sobre las rejas del comedero o la tapa de la caja; acicalarse, caracterizado por
el lamido de la piel y el desplazamiento de los miembros anteriores sobre la superficie anterior del cuerpo, asi como el rascado
con cualquiera de los miembros; excavar, cuando el animal remueve el lecho de la caja introduciéndose parcial o totalmente en él;
explorar, definido como el desplazamiento activo por la caja con conductas de olfateo del entorno; defecar/orinar, correspondiente
a la expulsién de pellets fecales o miccién, esta ultima generalmente acompafiada por una postura inmovil con descenso de la
region posterior del cuerpo; comer/beber, correspondiente a la ingestiéon de alimento o agua desde la tolva; y freezing, definido
como la inmovilidad completa del animal durante mas de un segundo.

Los pasos del disefio experimental se describen en la Figura 1.
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nueva + tubo
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Figura 1. Disefio experimental

ANALISIS ESTADISTICO

El presente estudio se plante6 como una prueba piloto
con el objetivo de estimar la variabilidad de los datos y
orientar el calculo del tamafo muestral para futuros
experimentos. Para ello se utilizaron tres animales por
grupo experimental.

Las variables comportamentales registradas se
analizaron mediante modelos lineales considerando como
factores fijos el tratamiento (VM, VA, CM, CAy CN) y el
tiempo de observacién (24, 48 y 72 h). Inicialmente se
evaludé un modelo mixto incorporando el animal individual
y la corrida experimental como efectos aleatorios para
considerar la posible dependencia entre mediciones
repetidas. Sin embargo, dado que estos factores no
mostraron efectos significativos, se excluyeron del modelo
final.

Posteriormente se ajustaron modelos de anélisis de
varianza factorial (ANOVA) para evaluar los efectos de
tratamiento, tiempo y su interaccidon sobre cada variable
comportamental. Las comparaciones entre grupos se
realizaron mediante medias de minimos cuadrados
(LSMeans) y sus intervalos de confianza.

El nivel de significancia estadistica se establecié
en a = 0,05.

Debido al tamafo muestral reducido propio de un
estudio piloto, los resultados se interpretaron de manera
exploratoria.

RESULTADOS:
El analisis de los comportamientos registrados a las

24,48y 72 h posteriores al procedimiento no evidencié
efectos significativos del tratamiento sobre las
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variables evaluadas. En el caso del comportamiento
de acicalado, la variable presenté un ajuste a
una distribucién binomial negativa y los anélisis
estadisticos no mostraron diferencias significativas
entre tratamientos ni entre tiempos de observacion.
Un analisis preliminar considerando distribucién
normal mostré una disminucién del acicalado a las
48 h asociada principalmente al tratamiento CM. El
analisis de potencia indic6 que, con el tamafio muestral
utilizado en este estudio piloto, la potencia estadistica
para detectar diferencias en el comportamiento de
acicalado fue baja (Fig. 2 y 3).

Para el comportamiento de trepar, la variable presento
una distribucion normal y no se detectaron diferencias
significativas entre tratamientos ni entre tiempos de
observacion (Fig. 4 y 5). De manera similar, la variable
defecacion, que presenté una distribucién binomial
negativa, no mostré diferencias significativas entre
tratamientos ni entre los distintos dias de observacién
(Fig. 6y 7).

El comportamiento de excavacion presentd un mejor
ajuste a una distribucion normal, aunque se observo
acumulacion de probabilidad en valores altos asociada
al limite superior de la escala de observacion. Los
analisis estadisticos no evidenciaron efectos de los
tratamientos ni del tiempo de observacién sobre esta
variable (Fig. 8 y 9).

En la prueba burrowing, la variable presenté un
mejor ajuste a una distribucién log-normal. El ajuste
de modelos bajo distribuciéon log-normal o normal
mostré resultados similares. En este caso se detectd
un efecto del tiempo de observacion, y el analisis de
la interaccion tratamiento por tiempo indicé que el
tratamiento VM contribuyé principalmente a este efecto
(Fig. 10 y 11).
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Figura 10- Burrowing - Comparaciéon de medias de mini-
mos cuadrados entre tratamientos para cada tiempo.

Las conductas explorar, elevarse, comer, beber y
freezing no se analizaron estadisticamente debido a
la ausencia de variaciéon o saturacion de los registros
observacionales.

DISCUSION

Si bien en este estudio piloto los analisis estadisticos
no evidenciaron diferencias significativas entre los
tratamientos evaluados para la mayoria de las variables
comportamentales registradas, los resultados obtenidos
aportan informacién preliminar sobre el comportamiento
de ratones sometidos a vasectomia y tratados con
distintos protocolos analgésicos. En particular, los
comportamientos de acicalado, trepar, defecacién y
excavacion no mostraron efectos significativos asociados
al tratamiento ni al tiempo de observacion. No obstante,
en el caso del comportamiento de acicalado se observo,
en un analisis exploratorio considerando distribucién
normal, una leve tendencia a la disminuciéon de este
comportamiento a las 48 h, principalmente asociada
a los animales tratados con meloxicam. Si bien estas
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Figura 11- Burrowing: Comparacion de medias de mini-
mos cuadrados entre tiempos para cada tratamiento.

diferencias fueron pequefias y no alcanzaron significacion
estadistica, podrian sugerir variaciones sutiles en la
expresiéon conductual que no pudieron detectarse con el
tamafo muestral utilizado en este estudio piloto.

De manera similar, los comportamientos de trepar y
excavar no evidenciaron diferencias entre tratamientos
ni entre los distintos momentos de observacion. En
el caso de la defecacion tampoco se detectaron
diferencias estadisticamente significativas, aunque se
observé graficamente una leve tendencia al aumento
del numero de eventos hacia las 72 h, patréon que no fue
respaldado por los analisis estadisticos. En conjunto,
estos resultados sugieren que, bajo las condiciones
experimentales evaluadas, los protocolos analgésicos
empleados no produjeron diferencias detectables en
las variables conductuales analizadas; sin embargo, el
reducido tamafio muestral propio de esta prueba piloto
limita la capacidad estadistica para detectar posibles
diferencias sutiles entre tratamientos.

En la prueba de burrowing, considerada un indicador
sensible de alteraciones en el estado fisioldégico y
de bienestar en roedores®, se detectd un efecto



del tiempo de observaciéon, con una contribucién
principal del tratamiento VM en la interaccién tiempo—
tratamiento. Este patrén podria reflejar variaciones
en la dinamica de recuperacion conductual durante el
periodo postoperatorio; no obstante, debe interpretarse
con cautela debido al tamafio muestral reducido y a la
naturaleza exploratoria del estudio?*.

Diversos trabajos han sefialado que la respuesta a
los analgésicos en roedores puede variar en funcion del
tipo de procedimiento quirdrgico, la dosis administrada y
la cepa utilizada. En este sentido, estudios previos han
reportado diferencias en la respuesta analgésica entre
cepas de ratones y entre distintos modelos quirurgicos,
lo que resalta la importancia de evaluar los protocolos
analgésicos en contextos experimentales especificos'® 1"
21 Asimismo, distintos trabajos han evaluado el efecto de
analgésicos y anestésicos sobre variables fisiolégicas y
comportamentales en roedores de laboratorio, incluyendo
actividad locomotora, respuesta al dolor y recuperacién
postquirurgica'? 4 1819,

Finalmente, este estudio resalta la importancia de las
pruebas piloto en el disefio de experimentos con animales
de laboratorio. Este tipo de estudios permite estimar la
variabilidad de los datos y orientar el calculo del tamafio
muestral para investigaciones posteriores, favoreciendo
el refinamiento de los protocolos experimentales y la
aplicacion de los principios de Reduccién, Reemplazo
y Refinamiento (3Rs) en la investigacion con animales™
3.5 En futuros estudios, seria pertinente considerar
intervalos de observacion mas cortos durante el periodo
postoperatorio, lo que podria permitir detectar cambios
conductuales tempranos asociados al dolor. Asimismo,
la incorporacion de herramientas complementarias para
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