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RESUMEN

Introduccion: Los métodos empleados en el diagnéstico de prefiez
en ratas presentan desventajas en su mayoria, como son: la necesidad
de un grado alto de experticia profesional, costos materiales, necesidad
de anestesia y la imposibilidad de diagnosticar en los primeros
dias. Sin embargo, la determinacion del peso corporal es un dato de
facil obtencién, apoyado en una técnica simple y no invasiva, lo que
representa una ventaja sobre otros métodos.

Objetivo: Determinar en qué dia de la gestacion el aumento del
peso corporal alcanza la relevancia suficiente para establecerse el
diagndstico de prefiez en ratas Wistar.

Material y Métodos: Es un estudio observacional, prospectivo, de
corte longitudinal. Fueron seleccionadas 37 hembras y divididas en dos
grupos: 24 ratas gestadas (RG) y 13 ratas no gestadas (RNG). Ambos
grupos fueron pesados en los dias de gestaciéon 0, 2, 6, 9, 13 y 16. Se
analizé la variacion del peso corporal a través de los dias.

Resultados: A pesar de las diferencias corporales entre grupos en
los dias 2y 6; los resultados no fueron concluyentes para esta etapa. Las
RG alcanzaron un aumento minimo promedio 27,5 g hacia el dia 9, para
este mismo dia el aumento promedio en las RG y RNG fue de 36,1 gy
9,17 g, respectivamente.

Conclusiones: El peso corporal a partir del dia 9 de la gestacién
alcanza suficiente relevancia para el diagndstico de prefiez en ratas
Wistar heterocigoéticas, no asi antes del dia 6.

Palabras Claves:
Diagnéstico de preiiez en ratas, peso corporal,
apareamiento programado.
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ABSTRACT

Introduction: The methods used in the diagnosis of pregnancy in
rats mostly have disadvantages, such as: the need for a high degree of
professional expertise, material costs, the need for anesthesia and the
impossibility of diagnosing on the first days. However, the determination
of body weight is easily obtained data, supported by a simple and non-
invasive technique, which represents an advantage over other methods.

Objective: To determine on which day of gestation the increase in
body weight reaches sufficient significance to establish the diagnosis of
pregnancy in Wistar rats.

Material and Methods: It is an observational, prospective,
longitudinal study. A total of 37 females were selected and divided into
two groups: 24 pregnant rats (RG) and 13 non-pregnant rats (RNG). Both
groups were weighed on gestation days 0, 2, 6,9, 13 and 16. The variation
in body weight was analyzed through the days.

Results: Despite the body differences between groups on days 2 and
6, the results were inconclusive for this stage. The GR reached a minimum
average increase of 27.5 g towards day 9, for this same day the average
increase in the GR and RNG was 36.1 g and 9.17 g, respectively.

Conclusions: Body weight from day 9 of gestation reaches sufficient
relevance for the diagnosis of pregnancy in heterozygous Wistar rats, but
not before day 6.

Keywords:
Pregnancy diagnosis in rats, body weight, timed mating.
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INTRODUCCION

| uso de la rata con fines cientificos e investigativos se remonta al siglo XVI; sin embargo, su desarrollo

como modelo experimental aparece hacia 1906." Segun el ultimo informe del Ministerio de Agricultura,
Pesca y Alimentacion de Espafia, sobre usos de animales en experimentacién y otros fines cientificos, incluyendo
la docencia, muestra que del total de animales utilizados en dicho pais mas de 40 % corresponde al grupo de
los roedores. Después del ratén (Mus musculus) la especie mas empleada es la rata (Rattus norvegicus).? Las
ratas de laboratorio presentan un periodo de gestacién relativamente corto (21-22 dias), con un numero
alto de crias, similitud bioquimica con el ser humano y su genética estd ampliamente estudiada.® Los usos
de este mamifero con fines cientificos incluyen estudios neurobiolédgicos, del desarrollo y la fertilidad.®

Existen investigaciones en las cuales es imprescindible conocer el tiempo exacto de la gestacidon
de los animales.*>®7) E| apareamiento programado es la técnica de eleccién con tales fines.®®

En la actualidad, uno de los métodos empleados para diagnosticar la prefiez en ratas es la palpacidon
transdérmica del Utero, aunque este solo muestra resultados efectivos entre el dia 10 y 12 de la gestacion,
ademas el éxito de la maniobra es variable.® También existen otros indicadores de prefiez como: el aumento
del volumen abdominal (dia 13), el desarrollo mamario (dia 14) y el aumento del consumo de alimentos.
&1 No obstante, estos métodos e indicadores de prefiez, exigen en su mayoria un nivel de experticia no
despreciable por parte del investigador para llegar al diagndstico definitivo de la misma. Por otra parte,
mediante el método ultrasonografico se ha podido confirmar la prefiez a partir del dia 9 de la gestacion, pero
tiene como inconveniente la necesidad de anestesiar al animal y el costo del equipo ultrasonografico.*

Paronisetal.®lograronunaefectividadde 100%eneldiagndsticode prefiezderatas Wistarapartirdel pesocorporal
entre los dias 14 y 19 de gestacidn. No obstante, seria favorable la obtencion de un diagndstico de la gestacion en dias
mas tempranos. En estudios con ratones wildtype C57BL6/6J, Heyne et al.®® realizaron una investigacion en la que
lograrondiagnosticareldiaexactodelaprefiezapartirdelagananciade pesocorporalentrelosdias7y10,apoyadosen
elmétododeapareamientoprogramado.Loqueabrelainterrogantedesisepuedenesperarresultadossimilaresenratas.

En aquellas investigaciones que se realizan en periodos especificos de la gestacién es imprescindible el
diagnéstico temprano y certero de la prefiez para la correcta toma de decisiones. Ademas, se evita el seguimiento
y la manipulacién innecesaria de los roedores. Teniendo en cuenta las deficiencias de los métodos diagndsticos
e indicadores de prefiez enunciados, la determinacion del peso corporal en ratas potencialmente gestadas
sobresale como una opcién no despreciable. Este enfoque se apoya, sobre todo, en la naturaleza no invasiva
de la técnica y el bajo grado de complejidad. El peso es un dato de facil obtencién, ademds de ser uno de los
indicadores de la gestacidn. Por lo que su evolucién en el transcurso de los dias pudiera ser esencial en la busqueda
de un diagnéstico definitivo. No obstante, se hace necesario determinar el dia de la gestacidn a partir del cual
la diferencia de peso corporal permita hacer un diagndstico certero de la prefiez de las ratas. Esto evitaria la
manipulacién innecesaria de las mismas, con la consiguiente disminucién del estrés y mejora de su bienestar.

El objetivo del presente estudio es determinar en qué dia de la gestacidon el aumento del peso corporal
alcanza la relevancia suficiente para establecerse el diagndstico de prefiez en ratas Wistar heterocigdticas.

MATERIALY METODO
Se desarrollé un estudio observacional, prospectivo, de corte longitudinal en el Instituto de Ciencias Basicas y
Preclinicas "Victoria de Girdn", de noviembre de 2022 a enero de 2023.

De una poblacion constituida por ratas con una edad de 12 semanas de la linea Wistar, se seleccionaron al azar 37
hembras virgenes y 8 machos. Los animales fueron suministrados por el Centro Nacional de Produccién de Animales
de Laboratorio (CENPALAB).

Las hembras se dividieron en dos grupos para el estudio, grupo RG: 24 ratas gestadas y grupo RNG: 13 ratas no
gestadas. Ambos grupos se mantuvieron en condiciones convencionales controladas, con alimentacién ad libitum, el
cual consistié en pienso para ratas producido en el CENPALAB y que cubrio sus necesidades nutricionales, incluyendo el
periodo de gestacidn. Se mantuvo ciclo de luz-oscuridad de 12 h, humedad relativa de entre 40 % y 70 % y temperatura
de 21 °C.

Al grupo RG se le realizé lavado vaginal con suero fisioldgico, dandole seguimiento al ciclo estral mediante la
observacion de la muestra himeda en el microscopio éptico. Una vez que se encontraban en estro, fueron colocadas
en las cajas de los machos a razén de 2 hembras por macho, a las 19:00 horas. Al dia siguiente en horas tempranas de
la mafana entre 7:00 am y 7:30 am, se comprobd la cdpula mediante lavado vaginal con suero fisioldgico y se tomd la
presencia de espermatozoides en la ldmina como dia 0 de la gestacion.*? Ambos grupos fueron pesados en los dias 0,

2,6,9, 13y 16 con una balanza para animales calibrada marca Gallenkamp
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Variables estudiadas:

1) Media de los pesos corporales en los dias 0, 2, 6,9, 13 y 16.

2) Variacién del peso corporal en los dias 0, 2, 6,9, 13y 16.

3) Variacién del peso corporal en porciento en los dias 0, 2, 6,9, 13 y 16.
Analisis Estadistico

Los valores correspondientes a los pesos corporales fueron recolectados en una tabla de Microsoft Excel y
procesados en el sistema SPSS version 22 para Windows. Los estadigrafos descriptivos Media, Desviacion Estandar (DE)
se calcularon para cada variable y grupo. En la comparacion de las medias de cada variable entre los grupos se utilizd
una prueba T para muestras independientes.

Se consideraron resultados significativos aquellos cuya p<0,05.

La presente investigacion forma parte de un proyecto que fue aprobado por el Consejo Cientifico y el Comité de
Etica de la Investigacion Institucional. Se cumplieron las normas éticas nacionales e internacionales establecidas para el
tratamiento de animales de experimentacién.®)

El presente trabajo recibi6 la aprobacién del Comité de Etica de la Investigacidn Institucional y del Consejo Cientifico,
el mismo pertenece al proyecto de "Evaluacion de desbalance glomérulo tubular con preponderancia tubular en un
biomodelo de crecimiento intrauterino retardado.”

RESULTADOS
Comparacion de las medias de los pesos corporales

En el dia 0 no existe diferencia significativa entre los pesos (Tabla 1), dicha diferencia aparece el dia 2 con una p <
0,05. Mientras en los dias 6, 9, 13 y 16 el valor de p < 0,01. El hallazgo se interpreta como la expresion de la ganancia
de peso en las RG.

Tabla 1. Media del peso corporal en ratas gestadas (RG) y ratas no gestadas (RNG) a los dias 0; 2; 6; 9; 13y 16
Dias Media(g) DE X(g)
Dia 0 RG 246 +30,0 [216-276]
RNG 232 +35,1 [197-267]
Dia 2 RG 263* +30,0 [233-293]
RNG 232 +289 [203-261]
Dia 6 RG 266** +29,6 [236-296]
RNG 236 +27,3 [209-263]
Dia 9 RG 282%* +32,8 [249-315]
RNG 236 +30,1 [206-266]
+334
, RG 287** ’ [254-320]
Dia13 RNG 238 £394 [199-277]
+30,0
. RG 312%* ! [282-342]
+
Dia 16 RNG 243 +43,2 [200-286]

**:p<0,01 *:p<0,05. DE: desviacion estandar, X: rango de desviacion estandar del peso en gramos. T-Student.

Variacion del peso corporal en gramos a los dias 0,2,6,9, 13y 16

El Gréfico 1 parte de una variacion de 0 g de peso el dia cero de la gestacion. Al transcurrir los dias, se obtiene una
ganancia de peso tanto en el grupo de las ratas prefiadas como en el grupo de las no prefiadas; sin embargo, la velocidad
de ganancia de peso es superior en las ratas prefiadas, dicha velocidad es mas marcada a partir del dia 6.
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Grafico 1. Variacion del peso corporal en ratas gestadas (RG) y ratas no gestadas (RNG) a los dias 0, 2,
6,9,13y 16
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Al dia 2, las RG habian aumentado como promedio 9,93 g, mientras las RNG habian aumentado un promedio de
2,18 g; sin embargo, la desviacion estdndar para las RNG es de * 9,84 g; por lo que tenemos un aumento maximo
promedio de peso de 12 g hacia el dia 2 en las RNG. Por otra parte, la desviacion estandar de las RG es de £ 6,03 g; lo
indica un aumento minimo promedio 3,90 g hacia el dia 2 en las RG; entonces este dia debido a la amplitud del rango
de variaciones, aun es un momento muy temprano para definir prefiez mediante el peso corporal. De ahi que intentar
el diagndéstico mediante el peso en este momento resulta en una manipulacion innecesaria del animal.

Al dia 6 las RG habian aumentado como promedio 19,1 g; mientras las RNG habian aumentado un promedio de 7,42
g; sin embargo, la desviacion estandar para las RNG es de £ 11,4 g; lo que indica un aumento maximo promedio de 18,8
g hacia el dia 6 en las RNG. Por otra parte, la desviacion estandar de las RG es de + 10,2 g; lo que se corresponde con un
aumento minimo promedio de 8,90 g hacia el dia 6 en las RG; debido a la amplitud del rango de variaciones continta
siendo una etapa muy temprana para definir la prefiez mediante el peso corporal.

Al dia 9 las RG aumentaron su peso, como promedio en 36,1 g; mientras que las RNG habian aumentado un promedio
de 9,17 g; lo que marca una diferencia significativa para una p < 0,01; la desviacion estandar para las RNG es de + 11,8
g; lo que se corresponde con un aumento maximo promedio de 21,0 g hacia el dia 9 en las RNG. Por otra parte, la
desviacion estandar de las RG es de * 8,62 g; lo que indica un aumento minimo promedio de 27,5 g hacia el dia 9 en las
RG. A partir de los resultados se evidencia una separacion importante en los margenes de peso corporal entre grupos.
Las hembras Wistar gestadas, por norma general aumentaron mas de 27,5 g hacia el dia 9.

Al dia 13, las RG habian aumentado como promedio 44,3 g; mientras las RNG habian aumentado un promedio
de 10,8 g; sin embargo, la desviacidén estandar para las RNG es de + 16,2 g; lo que se corresponde con un aumento
maximo promedio de 27 g hacia el dia 13 en las RNG. Por otra parte, la desviacidn estandar de las RG es de t 14,3 g;
lo que coincide con un aumento minimo promedio de 30 g hacia el dia 13 en las RG. En este caso la diferencia en las
variaciones promedio de pesos entre grupos es significativa para una p < 0,01; ademas se observa una separacién entre
los margenes de peso corporal en ambos grupos.

Al dia 16, las RG habian aumentado como promedio 67,1 g; mientras las RNG aumentaron un promedio de 15,3 g;
sin embargo, la desviacion estandar para las RNG es de 15,4 g; lo que indica un aumento maximo promedio de 30,7 g
hacia el dia 16 en las RNG. Por otra parte, la desviacidn estandar de las RG es de + 13,2 g; lo que se corresponde con un
aumento minimo promedio de 53,9 g hacia el dia 16 en las RG.

Desde el dia 9 hasta el 16, la diferencia entre los promedios de aumento de peso de ambos grupos fue significativa,
para una p<0,01; ademds de observarse la evidente separacidn entre los margenes de peso corporal entre grupos.
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Variacion del peso en porciento

El analisis de la variacion del peso en porciento (Tabla 2) no difiere mucho del analisis de la variacidn del peso en
gramos. A partir del dia 6 se aprecian diferencias significativas en los porcientos. En el dia 9, las RG han aumentado su
peso corporal en 15,0 % como promedio, mientras las RNG lo han aumentado en 4,40 %. Resultando en una diferencia
significativa, para una p<0,01.

Tabla 2: Media de la ganancia del peso (%) en ratas gestadas (RG) y ratas no gestadas (RNG) los dias 0; 2; 6; 9; 13y 16
Grupo Media (%) DE

Dia 0 RG 000 +0,00

RNG 000 +0,00

Dia 2 RG 4,01 2,56

RNG 1,27 +4,59

Dia 6 RG 7,96* +4,79

RNG 3,67 +5,80

Dia 9 RG 15,0%* 14,62

RNG 4,40 +6,12

, RG 18,5%* 16,66

Dia 13 RNG 4,70 +7,53

" RG 28,0%* +7,57

Dia 16 RNG 6,78 +7,36

**:0<0,01 *:p<0,05
DISCUSION

En un estudio realizado por SB Corvino et al.** con ratas Wistar gestadas se obtienen las diferencias de pesos
siguientes con respecto al dia cero: dia 7=18,5 g; dia 14=43,7g; dia 20=94,8 g; estos resultados son similares al del
presente estudio para los dias 6 y 13.

Un trabajo realizado por Stramek et al. con ratas de la linea Lister-Hooded muestra una ganancia de peso en las
gestantes de 4 % al dia 1, coincidiendo con los resultados del presente estudio para el dia 2.

Para Stramek las ganancias de peso desde el dia 1 son significativas®. Sin embargo, en la presente investigacion,
si tomamos como referencia la variacion en porciento la significacién aparece en el dia 6 de la gestacion. Los dias 2 y
6 aparecen representados con una desviacion estandar muy amplia en la variacidn del peso. Esto le resta precision al
diagnéstico de la prefiez basado solo en el peso corporal desde el dia 1 hasta el dia 6. Al comparar los resultados con
los de Stramek se debe tener en cuenta que se manejan lineas de ratas distintas.

En un estudio realizado por DeVon J. en ratones se obtiene que a partir del dia 7,5 ocurre una ganancia marcada
del peso corporal en los animales gestados. No obstante, el autor termina por concluir que el andlisis del peso corporal
para esta etapa y la observacién del tapdn vaginal por si solos no son buenos indicadores para la confirmacion de
prefiez.® Este resultado guarda cierta relacién con los del presente estudio, donde el peso corporal antes del dia 6 es
un dato de poca ayuda en el diagndstico de la prefiez, por lo que se puede decir que en etapas muy tempranas de la
gestacion el peso corporal no parece ser una herramienta util.

Segun Stramek et al. hacia el dia 8 las ratas prefiadas habian aumentado su peso en 15 %;® el mismo resultado se
obtuvo para el dia 9 del presente estudio. En ambos casos la diferencia de peso es significativa.

En una investigacion de Heyne et al. con 275 ratones C57BL6/6J es analizada la ganancia de peso entre los dias
7,75y 10, obteniéndose que 100 % de los animales prefiados habian ganado mas de 1,75 gy solo el 10,5 % de los no
prefiados (falsos positivos) superaba esta cifra, pudiendo ser demostrada la validez del método en este caso.®

Los resultados expuestos en esta investigacion indican que la validez del método de la ganancia del peso corporal
es efectivo desde el dia 9, ya que a partir de ese momento es apreciable la diferencia entre los pesos minimos de las
ratas gestadas y los maximos de las no gestadas. No se debe descartar la posibilidad de que el método sea aplicable a
los dias 7 y 8, para lo cual seria util realizar otras investigaciones con un mayor nimero de animales.

Limitaciones

Se consideran limitaciones del estudio que la muestra no es amplia, por lo que es recomendable la realizacién de
estudios similares, con el fin de afianzar los resultados obtenidos.

CONCLUSIONES

El peso corporal a partir del dia 9 de la gestacion alcanza suficiente relevancia para el diagndstico de prefiez en ratas
Wistar heterocigéticas, no asi antes del dia 6. Esto evita la manipulacién innecesaria de los roedores en esta etapa.
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