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RESUMEN 

 

El objetivo del presente estudio experimental prospectivo-comparativo es determinar la 

eficacia de distintos métodos de eutanasia en ratas de laboratorio, mediante la evaluación 

de la nocicepción y dolor a través de los cambios observados en la termografía infrarroja 

(IRT) y las expresiones faciales en la escala de muecas de rata (Rat Grimace Scale; RGS). 

Se emplearon sesenta ratas adultas de la cepa Wistar (Rattus norvegicus) (treinta machos 

y treinta hembras), con un peso promedio de 311 ± 62 g con 8–10 semanas de edad.  

Los animales fueron asignados de manera aleatoria a seis grupos experimentales de 

acuerdo con el método de eutanasia. G1: Administración intraperitoneal (IP) de pentobarbital 

a dosis de 400 mg/kg IP. G2: Sobredosis de CO2 dentro de una cámara de inducción 

personalizada para eutanasia (32.5 x 42 x 21 cm), con una tasa de flujo del 30% del volumen 

de la cámara por minuto (min). G3: Decapitación empleando una guillotina para roedores.  

G4: Inhalación de isoflurano mediante la técnica de la “gota abierta” (“open drop”), 

humedeciendo dos torundas de algodón, cada una con 2 ml de isoflurano. G5: Sobredosis 

de ketamina + xilacina a dosis de 450 mg/kg IP y 45 mg/kg IP, respectivamente. G6: 

Combinación de ketamina + CO2 (exponiéndolos al CO2 de 5 a 10 min después de la 

administración de ketamina). Dichos grupos se analizaron durante cinco tiempos: Basal: la 

evaluación se realizó 24 h antes del método de eutanasia; Ti1: tres minutos antes de la 

aplicación de la eutanasia; Ti2: durante la aplicación del método (p. ej., mientras el animal 

recibía la dosis IP de pentobarbital o mientras estaba dentro de la cámara de inducción o 

colocado en la guillotina); Ti3: inmediatamente después de la aplicación del método de 

eutanasia hasta la pérdida del reflejo de enderezamiento (LORR) como signo de 

inconsciencia; y Ti4: hasta el cese de la respiración y la frecuencia cardiaca. Las variables 

de estudio fueron la IRT y la RGS. La IRT fue evaluada con una cámara térmica en cuatro 

regiones anatómicas o ventanas térmicas: ocular (T°ocu), auricular (T°ear), interescapular 

(T°dor), y la cola (T°tai), capturando imágenes del lado derecho de los animales y reportando 

las temperaturas como máximas (T°max), mínimas (T°min) y promedios (T°media). La RGS 

se evaluó mediante una videograbación al rostro de las ratas (vista frontal y lateral) con 

cámaras de alta resolución para analizar cuatro unidades de acción facial (FAU): 

estrechamiento orbital, cambio de las orejas, aplanamiento de la nariz/mejillas, cambio en 
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las vibrisas. Empleando una escala del 0 al 2, se determinó el grado de dolor como no 

presente (0), moderadamente presente (1) y obviamente presente (2). 

Los resultados de la IRT mostraron diferencias significativas (P < 0.05) en T°media en los 

grupos inhalatorios (G2 y G4). Para T°ocu, G2 (33.79 ±0.92°C) y G4 (29.30 ±1.23°C) 

registraron las temperaturas más bajas en comparación con el resto de los grupos 

experimentales (P = 0.0007). Esto fue similar a la T°ear de ambos grupos, registrando un 

descenso significativo de la temperatura hasta 30.80 ± 2.83°C en G2 y 29.0 ± 1.76°C en G4 

(P = 0.0005) desde Basal hasta Ti4. En la T°dor, G4 mostró descensos significativos de hasta 

3.56°C en Ti2 (P = 0.0001), mientras que en T°tail todos los grupos mostraron disminuciones 

progresivas de temperatura desde Basal hasta Ti4, pero con los valores más bajos en G2 

(23.67 ± 1.90°C) y G4 (25.77 ± 0.78°C). Respecto a la RGS, los hallazgos principales 

mostraron que, durante el Ti2, el G3 y G5 tuvieron los puntajes más altos (0.6 ± 0.26 y 0.6 ± 

0.16, respectivamente) (P < 0.0001), mientras que, en el Ti3, G2 (0.9 ± 0.18) y G4 (1.2 ± 

0.20) obtuvieron los puntajes más elevados (P < 0.0001).   

De acuerdo con los resultados obtenidos en la IRT y la RGS, los métodos de eutanasia 

inhalatorios (CO2 e isoflurano) generan marcadas alteraciones a nivel térmico y en la 

expresión facial, posiblemente asociado a una respuesta al estrés o al dolor que ambos 

agentes pueden ocasionar. De manera particular, la inhalación de isoflurano se podría 

considerar como un evento que puede generar distrés si se consideran las altas 

puntuaciones de la RGS y las marcadas alteraciones en la temperatura superficial de las 

ratas. No obstante, es importante considerar el efecto miorrelajante de los anestésicos 

inhalatorios y su influencia en la expresión facial. Asimismo, los puntajes de la RGS 

muestran que la decapitación y la ketamina + xilacina provocaron dolor agudo transitorio 

durante la aplicación del método de eutanasia, posiblemente debido al daño tisular causado 

por ambos métodos (inyección y guillotina). Por el contrario, la combinación de ketamina + 

CO2 mostró minimizar el efecto de la exposición al CO2, pudiendo considerarse como un 

método de refinamiento a la eutanasia con CO2. Sin embargo, se requieren investigaciones 

adicionales para establecer un análisis integral del grado de dolor que los roedores pueden 

percibir durante la aplicación de métodos humanitarios de eutanasia. 

 

Palabras clave: refinamiento de la eutanasia, bienestar, termografía infrarroja, expresión 

facial, exposición a CO2, isoflurano, decapitación, ketamina + xilacina.  
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ABSTRACT 

 

The present prospective-comparative experimental study aimed to determine the efficacy of 

different euthanasia methods in laboratory rats, by evaluating pain through the changes 

observed with infrared thermography (IRT) and facial expressions using the Rat Grimace 

Scale (RGS). Sixty adult Wistar rats (Rattus norvegicus) (thirty males and thirty females) 

with an average weight of 311 ± 62 g at 8–10 weeks of age were used. 

Animals were randomly assigned to six experimental groups according to the euthanasia 

method. G1: Intraperitoneal (IP) administration of pentobarbital at a dose of 400 mg/kg. G2: 

CO2 overdose in a customized euthanasia induction chamber (32.5 x 42 x 21 cm), with a 

flow rateo f 30% of the camber volume per minute (min). G3: Decapitation using a guillotine 

for rodents. G4: Inhalation of isoflurane using the "open drop" technique, soaking two cotton 

swabs with 2 ml of isoflurane each. G5: Ketamine + xylazine overdose at doses of 450 mg/kg 

IP and 45 mg/kg IP, respectively. G6: Combination of ketamine + CO2 (after 5–10 min of 

ketamine administration). These groups were analyzed five times: Baseline: the evaluation 

was carried out 24 h before the euthanasia method; Ti1: three minutes before the application 

of euthanasia; Ti2: during the application of the method (e.g., while the animal was receiving 

the IP dose of injectable agent or while it was inside the induction chamber or placed on the 

guillotine); Ti3: immediately after the application of the euthanasia method until the loss of 

the righting reflex (LORR) as a sign of unconsciousness; and Ti4: until the cessation of 

breathing and heart rate. The study variables were IRT and RGS. IRT was evaluated with a 

thermal camera in four anatomical regions or thermal windows: ocular (T°ocu), auricular 

(T°ear), interscapular (T°dor), and tail (T°tai), capturing images from the right side of the animals 

and reporting the temperatures as maximum (T°max), minimum (T°min), and averages 

(T°mean). RGS was assessed by videotaping the rats' faces (front and side view) with high-

resolution cameras to analyze four facial action units (FAU): orbital narrowing, ear shifting, 

nose/cheek flattening, in the vibrissae Using a scale from 0 to 2, the degree of pain was 

determined as not present (0), moderately present (1) and obviously present (2). 

The IRT results showed significant differences (P < 0.05) in T°mean in the inhalation groups 

(G2 and G4). For T°ocu, G2 (33.79 ±0.92°C) and G4 (29.30 ±1.23°C) had the lowest 

temperatures compared to the rest of the experimental groups (P = 0.0007). This was similar 

to T°ear of both groups, recording a significant drop in temperature up to 30.80 ± 2.83°C in 
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G2 and 29.0 ± 1.76°C in G4 (P = 0.0005) from Basal to Ti4. In T°dor, G4 showed significant 

decreases of up to 3.56°C in Ti2 (P = 0.0001), while in T°tail all groups showed progressive 

decreases in temperature from Basal to Ti4, but with the lowest values in G2 (23.67 ± 1.90°C) 

and G4 (25.77 ± 0.78°C). Regarding the RGS, the main findings showed that, during Ti2, el 

G3 and G5 had the highest scores (0.6 ± 0.26 and 0.6 ± 0.16, respectively) (P < 0.0001), 

while, in Ti3, G2 (0.9 ± 0.18) and G4 (1.2 ± 0.20) obtained the highest scores (P < 0.0001).   

According to the results obtained in the IRT and the RGS, the inhalation euthanasia methods 

(CO2 and isoflurano) marked alterations at the thermal level and in facial expression, 

possibly associated with the stress or pain response that both agents can cause.  In 

particular, the inhalation of isoflurane could be considered an agent that might cause distress 

considering the high scores of the RGS and the marked alterations in the surface 

temperature of the rats. However, it is important to consider the muscle relaxant effect of 

inhalational anesthetics and their influence on facial expression. Likewise, the RGS scores 

show that decapitation and ketamine + xylazine caused transient acute pain during the 

application of the euthanasia method, possibly due to tissue damage caused by the injection 

and guillotine. On the contrary, the combination of ketamine + CO2 minimized the effect of 

exposure to CO2 alone and could be considered as a refinement method of CO2. However, 

further research is required to establish a comprehensive analysis of the degree of pain that 

rodents may perceive during the application of humane euthanasia methods. 

 

Keywords: euthanasia refinement, wellness, infrared thermography, facial expression, CO2 

exposure, isoflurane, decapitation, ketamine + xylazine  
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1. INTRODUCCIÓN 

 

El uso de animales de laboratorio constituye una pieza clave para la ciencia biomédica ya 

que no son sólo un método de investigación, sino son el medio para hacer ciencia (1,2). 

Actualmente, las ratas y ratones son las especies más utilizadas para la experimentación 

(3), representando entre un 87-98% del total mundial de los animales (4,5). No obstante, 

desde los inicios de la ciencia médica experimental, la investigación con ratas y otros 

animales es un tópico controversial que involucra desafíos científicos, éticos, legales, 

morales, sociales, culturales e inclusive religiosos. Esto es debido al potencial sufrimiento, 

distrés y dolor que los animales pueden percibir, no sólo durante la vida sino también 

durante el proceso de eutanasia, en donde el dolor se reconoce como aquella “experiencia 

sensorial y emocional desagradable, asociada con, o similar a la asociada con un potencial 

o real daño a tejidos”, en la cual la incapacidad de comunicarlo verbalmente no niega la 

posibilidad de que se pueda experimentar (6). 

Debido a ello, desde hace más de 50 años el Centro Nacional para el Reemplazo, 

Refinamiento y Reducción de los Animales en la Investigación (NC3Rs) ha promovido la 

iniciativa de Russel y Burch sobre las 3Rs con el fin de prevenir o minimizar el dolor, 

sufrimiento y angustia durante un diseño experimental (7,8). La aplicación de las 3Rs 

involucra aspectos asociados a la calidad de vida desde la adquisición de los animales, su 

transporte, alojamiento, mantenimiento y terapéutica (9). También considera los 

procedimientos de eutanasia o sacrificio humanitario  para garantizar la calidad de muerte 

sin afectar la validez de los resultados (10).  

De manera internacional, los métodos de eutanasia aprobados para roedores están 

descritos en la Guía de la Asociación Americana de Medicina Veterinaria para la Eutanasia 

de Animales de Laboratorio (AVMA) (11). Ésta, a su vez, sirve de base para regular la 

eutanasia en México bajo la NOM-062-ZOO-1999 sobre las Especificaciones técnicas para 

producción, cuidado y uso de los animales de laboratorio, creada por la Secretaría de 

Agricultura y Desarrollo Rural (SADER) (12). En ambos documentos se incluyen los 

métodos inyectables (barbitúricos y anestésicos generales), inhalatorios (CO2 e isoflurano) 

y físicos (dislocación cervical y decapitación) aceptados o aceptados con condiciones para 

la eutanasia de roedores. Éstos deben ser técnicas de fácil administración, económicas, 

seguras, y generar una rápida e irreversible inconciencia, seguida de paro 

cardiorrespiratorio, la pérdida de la función cerebral y la muerte, con un grado de angustia 
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o dolor mínimo (13).  

La eutanasia y el potencial dolor que las ratas de laboratorio pueden experimentar 

durante su aplicación es controversial debido a los resultados mostrados por diferentes 

autores, lo cual es uno de los puntos clave en torno a la experimentación animal y es uno 

de los principales temas de interés para la opinión pública que objeta su uso en la ciencia 

(14). Por ejemplo, agentes inyectables como el pentobarbital sódico y la ketamina tienen un 

pH básico o ácido, respectivamente, que puede causar dolor debido a la irritación tisular 

después de la administración IP (15). Por el contrario, otros estudios no han encontrado 

conductas relacionadas con el dolor (p. ej., contorsiones abdominales) después de la 

inyección IP de pentobarbital (16). Los métodos físicos como la decapitación se consideran 

estéticamente desagradables y la posibilidad de sentir dolor consciente está en debate (17). 

Varios autores han informado que la actividad cerebral se mantiene durante 2.7 a 40 

segundos después de la decapitación (18) y que la presencia de actividad 

electroencefalográfica (EEG) rápida y de bajo voltaje es compatible con la percepción 

consciente de dolor (19). Sin embargo, debido al corto período de conciencia y a la 

posibilidad de que los índices EEG representen actividad de la corteza cerebral y no 

nocicepción, la decapitación todavía se considera un método de eutanasia humanitario 

(20,21). En cuanto a los métodos inhalados, el CO2 es uno de los más empleados pero 

algunos estudios refieren el potencial dolor y activación de los canales iónicos sensibles al 

ácido (ASIC) debido a la formación de ácido carbónico cuando el CO2 se combina con agua 

en la mucosa nasal u ocular (22). Además, aunque el isoflurano se considera una alternativa 

al CO2, su pungencia moderada puede resultar aversiva y causar irritación a los roedores 

(15,23). 

Las tendencias en torno al reconocimiento del dolor en medicina veterinaria han 

llevado al desarrollo y aplicación de tecnologías o herramientas no invasivas que permitan 

cuantificar el dolor en roedores y otros animales, o asociar ciertas alteraciones fisiológicas 

o de comportamiento a la percepción de un estímulo nocivo –resultando en distrés– (24). 

Una de éstas es la termografía infrarroja (IRT), la cual es una técnica basada en la detección 

de la temperatura superficial de la piel (25) que responde a los cambios en la 

microcirculación vascular bajo estados negativos como dolor, estrés, inflamación, miedo, y 

algunas patologías (26). La IRT se considera como una herramienta de utilidad en la 

investigación veterinaria ya que permite analizar las funciones fisiológicas de los animales 

e inclusive emplearse como técnica complementaria de diagnóstico temprano para detectar 
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procesos de hipotermia o hipertermia, endotoxemia, inflamación, isquemia e hipoperfusión 

sanguínea o eficacia analgésica (26,27). La literatura actual sugiere que la IRT es una 

herramienta complementaria para evaluar el bienestar de los animales (26,27). Sin embargo, 

aunque existen estudios acerca de la aplicación de la IRT durante el periodo antemortem 

de cerdos (28,29), a la fecha no existen estudios donde la IRT se haya empleado durante 

la eutanasia de especies de laboratorio.  

Por otro lado, desde las publicaciones de Darwin en 1872 respecto a las emociones 

y la expresión facial de los animales, el estudio de estas ha llevado a estandarizar su uso 

mediante la codificación de movimientos musculares faciales y las denominadas "escalas 

de muecas”. Diversos estudios han mostrado que, como los humanos, los animales poseen 

un sistema de comunicación no verbal con el que cambian su expresión facial dependiendo 

del tipo e intensidad del estímulo al que sean expuestos, en este caso el grado de dolor 

(30). En las ratas de laboratorio, la Escala de Muecas de la Rata o Rat Grimace Scale, en 

inglés (RGS) (31), es una escala validada que emplea cuatro Unidades de Acción Facial 

(FAU) (ajuste orbital, aplanamiento de la nariz y mejillas, posición de las orejas, y posición 

de las vibrisas) que representan movimientos específicos de grupos musculares cuyos 

cambios se asocian al dolor y a la severidad del mismo (32). En una escala de puntuación 

del 0 al 2, donde 0 es dolor ausente, 1 es moderado, y 2 es severo, la escala y la intensidad 

de la expresión facial en las ratas de laboratorio ha permitido identificar un puntaje de 0.67 

como el umbral donde los roedores requieren analgesia de rescate durante un evento 

quirúrgico o potencialmente doloroso (33,34). El dolor que experimentan durante diversos 

procedimientos quirúrgicos como cirugías de columna, en modelos de dolor agudo, crónico 

o neuropático, y para analizar el bienestar durante procedimientos rutinarios como 

administración de fármacos o eutanasia (35). 

La investigación con animales está comprometida a mantener altos estándares de 

cuidado y bienestar animal. Reconocer y prevenir el dolor es parte de las estrategias 

propuestas para minimizar la potencial alteración conductual, fisiológica e inmune que los 

roedores podrían experimentar durante un protocolo experimental y la eutanasia, 

disminuyendo también el efecto que el dolor podría tener en los resultados de la 

investigación. Por lo anterior, el objetivo de la presente tesis es determinar la eficacia de 

distintos métodos de eutanasia en ratas de laboratorio, mediante la evaluación del dolor a 

través de los cambios observados en la termografía infrarroja (IRT) y las expresiones 

faciales en la escala de muecas de rata (Rat Grimace Scale). 
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One of the most controversial aspects of the use of 

animals in science is the production of pain. Pain is a 

central ethical concern. The activation of neural 

pathways involved in the pain response has 

physiological, endocrine, and behavioral consequences, 

that can affect both the health and welfare of the 

animals, as well as the validity of research. The strategy 

to prevent these consequences requires understanding 

of the nociception process, pain itself, and how 

assessment can be performed using validated, non-

invasive methods. The study of facial expressions related 

to pain has undergone considerable study with the 

finding that certain movements of the facial muscles 

(called facial action units) are associated with the 

presence and intensity of pain. This review, focused on 

rodents, discusses the neurobiology of facial 

expressions, clinical applications, and current research 

designed to better understand pain and the nociceptive 

pathway as a strategy for implementing refinement in 

biomedical research. 
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in their use since the 20th century (6), this topic is of particular 

relevance to these species. 

When animals experience pain during an experimental 

protocol, a cascade of physiological, hormonal, biochemical, 

and behavioral alterations are triggered, with the aim of 

protecting them from the harmful stimulus. However, when the 

duration or intensity of pain exceeds the animal’s modulating 

capacity, homeostasis is interrupted, and persistent pain can 

cause consequences like hyperalgesia and sensitization (7). To 

avoid these adverse effects, the ideal approach is to prevent 

pain from occurring by providing pre-emptive analgesia. 

However, this is not always possible due to requirements of 

the animal model, or because analgesics only provide partial 

coverage. In these situations, opportunely identifying and 

evaluating pain via the use of appropriate tools, that then 

allow decision-making regarding analgesic treatments or 

humane endpoint implementation, is the next best scenario. 

In rodents the challenge of pain identification is made even 

greater since as prey species, behavioral signs of pain are 

subtle, requiring keen observation and species-specific 

knowledge (8). 

Current research into pain recognition in veterinary 

medicine has led to the development and application of non-

invasive tools that can assist in quantifying pain in rodents. 

These tools include the use of pain scales and identification of 

pain-specific behaviors (9). Since Darwin’s (10) pioneering 

publications on the linkage between emotions and facial 

expressions of animals, the study of these phenomena has 

evolved to standardize their use by codifying the facial 

expressions associated with pain using instruments called 

“grimace scales.” The scales validated for laboratory mice and 

rats use four-five facial action units [orbital adjustment, cheek, 

and nose bulge (combined in rats), and the position of the 

ears and whiskers] that represent specific movements of muscle 

groups that are attributed to pain (11). These are scored on 

a scale from 0 to 2 based on their deviation from their basal 

position, to arrive at a combined score thought to indicate pain 

intensity (12). 

The objective of this review is to discuss the theoretical 

bases and recent scientific advances related to the pain that 

laboratory rodents may perceive during research protocols. Due to 

the importance of pain in these settings the article addresses key 

concepts and characteristics of the phenomenon of pain with a 

particular focus on new understanding, explains the nociceptive 

pathway and the organic consequences that derive from its 

perception. In a unique way, it elucidates the association of pain 

with changes in the facial expressions of rodents, with an 

approach on the muscular and nervous neurobiology of facial 

movements. It also analyzes facial movements related to pain 

responses and the usefulness of scales based on facial 

expressions for evaluating pain as a strategy for recognizing and 

ultimately refining experimental procedures to prevent pain in 

laboratory rodents. 

Pain: Definition and function 

The International Association for the Study of Pain defines 

pain as “an unpleasant sensory and emotional experience 

associated with, or similar to, that associated with potential 

or real tissue damage” (13), where the inability to express pain 

verbally does not preclude the possibility that it may be 

experienced (2). This updated definition is important since 

it recognizes the growing scientific evidence that animals 

experience the emotional and cognitive aspects of pain, and 

respond to this through their facial expressions, behavior, and 

structured body language. 

Functionally, pain (especially acute forms) serves as an 

alarm and protection system that informs the organism of 

potential damage (14) and triggers a series of physiological 

and behavioral responses to prevent or reduce damage, prevent 

its reappearance, and promote healing (7). Nociception is the 

process by which a harmful stimulus is transmitted along 

primary afferent nerve fibers (15, 16) to higher brain structures 

that convert pain into a conscious experience (17, 18). This 

process, called the nociceptive pathway, consists of five steps 

(Figure 1). Activation of the nociceptive pathway and the action 

of the autonomic nervous system (ANS) generate a cascade of 

physiological, endocrine, metabolic, and behavioral responses 

that act to reestablish homeostasis. When pain persists, it 

deteriorates the health and welfare of animals due to the 

involvement of the sensory afferent signals and affective brain 

circuits that make up the nociceptive pathway (19). 

 

 

Recent findings in the study of the 
neurobiology of pain in rodents 

Transduction 
 

Transduction is the conversion of harmful stimuli (thermal, 

mechanical, or chemical) into electrical signals or action 

potentials in the peripheral nerve endings of nociceptors (18). 

Nociceptors being nerve fibers with free nerve endings that 

respond to high intensity, potentially harmful stimuli (20). The 

transformation to electrical signals proceeds through activation 

of receptors or ion channels that detect different kinds of 

stimuli (15). The transient receptor potentials (or TRP, TRPV1-

4, TRPM8, TRPA1) (18)—especially the transient receptor 

potential vanilloid 1 channel (TRPV1)—are known to be 

especially important in mammals due to their function as 

molecular integrators and regulators of harmful stimuli and 

their participation in developing nocifensive behaviors and 

physiological responses to pain (21, 22). 

The modulation, excitation, or inhibition of these receptors 

has been used to understand the nociceptive pathway and 

develop intervention strategies during the transduction of pain. 

Bereiter et al. (23), for example, demonstrated that 
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administering selective antagonists of TRPV1 reduce the 

expression of the receptor in rats with pain caused by severe dry 

eye disease induced by instilling a hypertonic saline solution and 

capsaicin. During processes of neuropathic pain in 3-week-old 

male Wistar rats, direct blocking of the TRPV1 by antagonists 

(AMG9810) reduced the effects of mechanical hyperalgesia in 

models of orofacial pain (21). This result was also observed 

in diabetes-mediated neuropathic pain in a study of 36 male 

Albino Wistar rats by Düzova et al. (24), where this type of pain 

increased the expression of TRPV1 in the DRG. Inhibition of 

transduction was achieved using antioxidants. 

Antioxidants and other inflammatory mediators released by 

tissue damage [for example PG, nitric oxide (NO), and 5HT 

amongst others] (7), immune cells (e.g., IL-1β), TNF-α, nerve 

growth factor (NGF), neuropeptides [e.g., substance P (SP)], 

BDNF, and CGRP (25) go on to further activate peripheral 

receptors generating an enhanced response. Therefore, pathways 

related to these mediators represent a key target for pain relief 

intervention. 

Inhibiting NO synthesis prevented thermal and mechanical 

hypersensitivity in a study of adult Wistar rats (26). Likewise, the 

regulation of mediators and their action on other receptors, such 

as TrkA/NGF, has been studied in Sprague-Dawley rat model 

of rectal hypersensitivity. In that work, electroacupuncture 

treatment reduced the expression of those channels (27). 

Activation of ASIC3 receptors has been shown to be associated 

with the pathogenesis of inflammatory bone pain (28). Studies 

of this kind have shown that information on harmful stimuli 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

FIGURE 1 

Neurobiology of pain in laboratory rats (Rattus norvegicus). The nociceptive pathway consists of 5 phases that are necessary to perceive pain. 1. 

Transduction: the transformation of a harmful stimulus into an electrical signal (or action potential) through the action of peripheral receptors 

(BR2, ASIC3, TRPV1, TrkA) that are activated by inflammatory mediators from mast cells, platelets, macrophages, and tissue damage. 2. 

Transmission: the action potentials are transmitted to the spinal cord laminae via first-order neurons (marked in blue) where they synapse with 

second-order neurons (marked in green). Laminae I, II, and V receive nociceptive input from Aδ and C fibers. 3. Modulation: the response to 

harmful stimuli in the inhibitory and excitatory interneurons of the spinal cord can increase or be inhibited depending on the participation of 

mediators such as SP, BDNF, CGRP, GLU, and ASP and their action on the membrane receptors of the postsynaptic neurons. 4. Projection: 

second-order neurons project the electrical signal to supraspinal centers through, for example, the spinothalamic tract, which is considered the 

most important for nociception. 5. Perception: once the signal reaches the higher brain centers, the thalamus connects with neurons in regions 

like the somatosensory cortex, where the conscious perception of pain and the consequent physiological, endocrine, and behavioral changes in 

rodents take place. AMPA: α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole propionic acid; ASIC3, acid-sensitive ion channel 3; ASP, aspartate; BDNF, 

brain-derived neurotrophic factor; BK, bradykinin; BR2, bradykinin receptor 2; CGRP, calcitonin gene-related peptide; CGRPr, calcitonin 

gene-related peptide receptor; DRG, dorsal root ganglion; GLU, glutamate; H+, hydrogen ions; H, histamine; IL, interleukins; LT, leukotrienes; 

NK1, neurokinin 1 receptor; NMDA, N-methyl-D-aspartate; NT, neurotrophins; PAF, platelet-activating factor; PG, prostaglandins; ROS, free 

radicals; SP, substance P; TNF, tumor necrosis factor; TrkA, tropomyosin receptor kinase A; TrkB, tropomyosin receptor-related kinase B; TRPV1; 

vanilloid receptor type 1 transient potential; TX, thromboxanes; 5HT, serotonin. 
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is transduced by the peripheral receptors whose nerve endings 

transmit signals to spinal structures (20). 

 
 

Transmission 
 

The first-order nociceptive neurons, specialized in 

peripheral sensory activity, transmit the electrical signal from 

the site of a lesion to the dorsal horn of the spinal cord, passing 

through the dorsal ganglion to reach laminae I, II, and V (29). 

Two types of nociceptors are recognized in animals: Aδ 

and C fibers. They are expressed in varying quantities in the 

dermis (12% Aδ, 30% polymodal C, and 20% mechanothermal 

C) (30). The myelinated, fast-conduction Aδ fibers (5–30 m/s) 

(20) are high-threshold mechano- and thermoreceptors (30) that 

have been studied as the main transmitters of pain induced by 

harmful cold (25–10◦C) in rats of both sexes due to the latency of 

their action potentials (AP), of ∼221 ms (31). These fibers, which 

are activated in nociceptive tests like the tail flick test, are present 

from birth in rats. Their myelinization is completed as the days 

pass, but their number decreases after the three first weeks of 

life (32). 

In studies using evoked potentials techniques, stimulating 

the Aδ fibers is deemed the most reliable method for evaluating 

nociception (33). Their activation is associated with a greater 

frequency of pain-like behaviors, such as the paw withdrawal 

threshold and paw licking in rats exposed to the complete 

Freund Adjuvant (34). Excitability of Aδ neurons has been 

demonstrated to occur as a result of Ach activation of nicotinic 

acetylcholine receptors (35). Rodents have a large number of 

nicotinic acetylcholine receptors, and they thus represent a 

useful pain modulating target. 

The C fibers are small-diameter (0.02–1.5 µm), slow- 

conducting (0.5–2 meters/s), polymodal unmyelinated nerve 

endings (30) that act by transmitting the so-called “second pain” 

(20, 36). Unlike the Aδ fibers, 83% of the fibers activated by 

harmful heat are of the C type, which have an AP latency of 

∼441 ms to a stimulus of 52◦C (31). In newborn rats, these fibers 

complete their maturation within the first 3 weeks of life (37). 

This neuronal activation is tested in the nociceptive hot plate test 

commonly used in pain research (32). 

The transmission of inflammatory and neuropathic pain in 

young female rats, and the behavioral response of spontaneous 

foot lifting, have been associated with models of spontaneous 

pain and the activation of C nociceptors due to cumulative 

neuroinflammation (38). The effect of pro-inflammatory 

substances like gamma interferon (γ) on spinal cord slices from 

rats has been shown to facilitate transmission from the C fibers 

in lamina I neurons through the action of the spinal microglia. 

This reaction can be attenuated by microglial inhibitors like 

minocycline (39). Further evidence for the role of microglia 

in neuropathic pain has been demonstrated using models of 

spinal nerve ligation in mice. These studies have shown that 

microglia in lamina II of the dorsal horn and the expression 

of receptors like P2Y12 participate in transmitting neuropathic 

pain. Consequently, their antagonism or complete absence in 

knockout mice decreases the presence of pain-related behaviors 

(40). Similarly, administering neuropeptides like oxytocin or 

orexin A and B participates in antinociception in lamina II (41). 

The application of electroacupuncture to attenuate 

neuropathic pain in models of spared nerve injury has 

demonstrated that C fiber-evoked discharges are reduced by this 

technique and that mediators like BDNF, together with TrkB 

receptors, are involved in the signaling cascade of pain. They 

have also been suggested as mechanisms for controlling pain 

(42). The cumulative effect described is passed on to the ensuing 

phase of the nociceptive pathway, where the harmful signal is 

either inhibited or increased through modulation. 
 
 

Modulation 
 

This phase involves the mechanisms that inhibit or amplify 

the intensity of the stimuli that reach the spinal cord (43) 

via the excitatory   or   inhibitory   interneurons that occupy 

ascendent (i.e., those that project signals from the spinal cord 

to the encephalon) (36) or descendent pathways (i.e., those 

that transmit inhibitory information from higher centers). 

The response is then projected to the brain to begin the 

conscious recognition of pain (44). The signals act upon 

laminae of the dorsal horn of the spinal cord known as the 

Rexed laminae (45). The principal modulatory mechanisms are 

the serotoninergic pathways from the periaqueductal gray 

(PAG), the noradrenergic pathways in the locus coeruleus, those 

involved in production of endogenous opioids (36, 46), the 

endocannabinoid systems (47), and gate theory as proposed by 

Melzack and Wall (48). 

Evidence of modulation pathways has been demonstrated 

widely. For example, in inflammatory pain models in rats 

created by causing sciatic nerve lesions the use of spinally- 

applied drugs which act at serotoninergic receptors has been 

shown to attenuate mechanical and cold-generated hyperalgesia 

(49). In models of neuropathic diabetic pain in rodents, Jesus 

et al. (50) determined that cannabidiol exerts an anti-allodynic 

effect also via the serotoninergic system by increasing the 

concentrations of that neurotransmitter in the spinal cord. 

Moreover, the participation of the different types of 5-HT 

receptors in modulating nociceptive responses has been studied in 

rats, where findings show that  the  5-HT1,  5-HT2,  5- HT3, 

and 5-HT7 receptors are principally involved due to their 

expression in afferent fibers and in laminae I and II of the 

dorsal horn (51). In rodents with spinal cord injuries, 

administering agonists of 5-HT1 has also been associated 

with motor and postural control by inhibiting movements 

such as the monosynaptic stretch reflex (52). Antagonists like 
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tropisetron or granisetron 5-HT3 (53), cyanopindolol for 5- 

HT1A, ketanserin for 5-HT2 (54), and acetaminophen with its 

analgesic, antihyperalgesic, and antinociceptive action on the 

5-HT1, 5-HT2, 5-HT3, and 5-HT7 receptors, are other examples 

(55) of the importance of serotonergic pathways in 

modulation. In addition, activation of gate theory—which 

results in the reduction of hyperalgesia and sensitization due to 

the participation of Aβ axons, opioids, 5-HT, and GABA— is 

achieved through transcutaneous electrical nerve stimulation or 

spinal cord stimulation in rats with joint inflammation and non-

inflammatory muscle pain (56). 

Excitatory neurotransmitters like ATP,   SP,   and   Glu, and 

inhibitory ones such as gamma aminobutyric acid (GABA),   

endogenous   opioids,   and   monoamines   (5-HT, NE) (47), play 

a fundamental role in modulating pain by acting on the spinal 

receptors   NMDA,   AMPA,   kainate (KA), and metabotropic 

glutamate receptors (mGluR) (57). Studies of rats have found 

sex-based differences in the expression of NMDA receptors and 

their isoforms in the dorsal horn. While the GluN2A and 

GluN2D subunits are found preferentially in males, GluN2B is 

found in the dorsal horn of females. These findings 

underscore the importance of differences in nociceptive 

circuits (58). Additionally, the use of neurotransmitters or 

central modulators can reduce sensitivity to pain (44). 

Neuropeptide modulators have a similar effect, with 

neuropeptide Y (NPY) being able to reduce nociception and 

pain-associated behaviors, as well as allodynia and hyperalgesia 

in rats with lesions in the hind paws (59). 

The modulation of painful stimulus influences the degree 

of response observed in animals, particularly pain-related   

behaviors.    For    example,    Glu    receptors such as mGluR2 

and mGluR3 inhibit the release of neurotransmitters, and 

therefore have antinociceptive properties during acute and 

chronic pain, altering the behavioral modulation (60). Likewise, 

the ascending- descending pathways that modulate the 

response through mesolimbic mechanism in an inflammatory 

model of rat pain can alter behavior in the mechanical paw 

withdrawal or open-field test, and depend of serotoninergic and 

noradrenergic activity (61). 

In summary, amplification or inhibition of electrical signals 

occurs in the spinal cord, and that response is then projected to 

the brain to begin the conscious recognition of pain (44). 

 
 

Projection 
 

The projection of the nociceptive signal from the spinal 

neurons to supraspinal centers in the brain stem, thalamus, 

reticular formation, and PAG (47) occurs through the ascendent 

pathways in the white matter of the spinal cord. These 

pathways have been classified as: spinothalamic, spinoreticular, 

spinomesencephalic, trigeminothalamic, spinoparabrachial, and 

spinoparabrachial-hypothalamic (62). The spinothalamic tract is 

considered the primary nociceptive pathway (63). Its activation 

through tonic and/or burst electrical stimulation stimulates the 

brain areas that process the discriminative aspect of pain and 

the ones responsible for its cognitive, motivational, and 

emotional components (64). In rodents, spinal cord lesions and 

injuries to this tract are associated with neuropathic pain in 

adult Sprague-Dawley rats (65) and with the effects of 

mechanical allodynia and motor deficiencies that can be reduced 

by administering neuroprotective substances like steroids (66). 

Alterations of the spinothalamic and cerebral projection 

neurons also generate maladaptation and hyperexcitability 

due to the absence of modulating pathways between the fibers 

of the dorsal horn and the thalamus (67). Finally, the 

neuroendocrine response that derives from activation of the 

spinothalamic tract after a lesion differs between females and 

males, causing variations between the central mechanisms that 

process emotions, pain, and the ensuing phase of nociception: 

perception (68). 

 
 

Perception 
 

In this final level, the primary somatosensory cortex (S1) 

receives projections from the thalamus (69). It is responsible for 

the processing, integration, and conscious experience of pain (36). 

EEG studies have demonstrated that when the hind paws of male 

Sprague-Dale rats are exposed to repetitive harmful stimuli, the S1 

and anterior cingulate cortex register electrical activity during 

such induced painful and spontaneous pain-like events (70). As 

a result of this anatomical destination for projections, 

alterations to perception can be studied using the functional 

magnetic resonance technique (fMRI) due to remodeling of the 

somatosensory area as a result of induced neuroplasticity (71). 

Since S1 neurocortical circuits participate in pain perception, 

dynamic neuronal oscillations (alpha, beta, and gamma) help to 

determine brain activity after noxious stimuli (72). Particularly, 

gamma oscillations are associated with acute and chronic pain, 

and the intensity or pain relief depends on its activation or 

blockage (73, 74). The induction of gamma oscillations in S1 has 

been shown to increase nociceptive sensitivity and the induction 

of aversive behaviors with the participation of the serotoninergic 

pathways (75). These results are similar to those reported by 

Peng et al. (76), who determined that gamma band oscillations 

are the only ones that correlate with such pain-related behaviors 

as flinching, withdrawal, and licking of the zone exposed to 

nociceptive stimuli in male rats. 

Current techniques such as in vivo Ca2+ imagining of the 
anterior cingulate cortex (ACC), another structure involved in 

pain perception (77), are used in acute and chronic pain models 

in mice. In Zhao et al.’s work (78), noxious pressure stimulation 

evoked and enhanced the electrical activity of the ACC layer 5 
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neurons in mice with sciatic nerve injury. During acute pain, a 

rise in the somatic Ca2+ transients was reported. This response 

was associated with the intensity of the stimulus and induced the 

paw withdrawal reflex. In chronic pain states, the Ca2+ activity 

was 2-fold higher than in sham animals, and mice with nerve 

injury had mechanical allodynia. Allodynia is also present in 

mice models of dry eye disease. The modulation of nociceptors 

activity, such as TRPM8 in these cases can be evaluated using 

an electrophysiological multi-unit extracellular recording. Fakih 

et al. found that the topical administration of TRPM8 antagonist 

(M8-B) decreased the activity of the ciliary nerves, serving as a 

local antalgic agent for ocular pain (79). 

The emotional and affective processing of pain can be 

evaluated through optogenetics. Fiber photometry-based Ca2+ 

imaging revealed that dopamine, an important neuromodulator 

of pain-related behavior in mammals, increases the activity of 

the media prefrontal cortex neurons in the ventrolateral PAG 

and modulates responses to neuropathic pain by descending 

pain pathways (80). Likewise, fiber photometry showed that 

pathways involving glutamatergic neurons in the basolateral 

amygdala, insular cortex, and the mediodorsal thalamic nucleus 

upon inflammatory pain activate and modulate aversive 

responses to pain in mice (81). MRI and neural connectivity 

with ultra-high-field in rat models of knee chronic pain showed 

connectivity between ACC and subcortical structures, as well 

as a suppression of burrowing, a behavior associated with the 

presence of pain (82). 

During pain perception, the reciprocal relationship between 

this phase and other states of affect also influences degree 

response. For example, pain-induced depression is observed 

in rats with persistent neuropathic pain (and is also reported 

in humans). Rats with spinal nerve transection   treated with 

antidepressants (rosiglitazone) ameliorate depressive- like 

behaviors by modulating neurotransmitter levels in the 

hippocampus (83). In depressive states in rat models of chronic 

postsurgical pain, the administration of ketamine (a compound 

known for its analgesic and antidepressant effects), decreased 

proinflammatory mediators (IL-1, IL-6, and TNFα) in the 

hippocampus and increased BDNF levels. This led to reduced 

depression-like behaviors without an effect on hyperalgesia (84). 

Anxiety is another comorbidity associated with chronic pain, 

including those of neuropathic and inflammatory origin (85). 

The importance of recognizing emotional pain is that it can 

regulate the intensity of physical pain, and is related to the levels 

of neurotransmitters that also participate in the modulation 

phase (86). 

To summarize, perception of pain is the process through the 

which the brain recognizes this phenomenon as an unpleasant 

sensory and emotional experience associated with nociceptive 

transmission that culminates with the presentation of affective, 

behavioral, autonomous, and motor responses as mechanisms to 

confront the pain and impede additional damage (47). 

Organic responses derived from pain 
in relation to pain assessment 

 

At the onset of a nociceptive response, a cascade of organic 

and biochemical alterations activates the sympathetic- adrenal-

medullary axis (SAM) or the hypothalamic-pituitary- adrenal 

axis (HPA), causing the secretion of glucocorticoids and 

catecholamines (87). These alterations in the animals’ immune, 

biological, neurological, and physiological functions predispose 

them to pathologies due to immunosuppression that, in addition 

to affecting their health, may also have repercussions for results 

by altering physiological parameters such as heart rate, 

respiratory frequency, and blood pressure, as well as altering 

behavior (88). For this reason, it is key that refinement in animal 

pain research is identified and controlled to the greatest extent 

possible. A discussion of some of these organic responses 

follows. 

An objective pain assessment method does not currently 

exist, in spite of a wide variety of biomarkers and behavioral 

methods being available that may be suggestive of pain. 

Therefore, in general, pain assessment requires the integration 

of a number of changes in physiological, biochemical, endocrine, 

and behavioral parameters (89), to infer a painful state. It is 

however clear that these changes are not exclusive indicators of 

pain in any animal species (90, 91). 

 
 
 

Physiological, endocrine, and metabolic 
responses 

 

The integration and perception of pain in the CNS generates 

physiological responses that can include tachycardia, tachypnea, 

hypertension, mydriasis (92), and hyperthermia of ∼1.7◦C (93). 

These responses result from participation of the hypothalamus, 

and activation of the SNS and its primary axes: HPA and SAM 

(3). The SAM axis increases circulating catecholamine 

concentrations while the HPA axis contributes to the secretion 

of glucocorticoids (92). As a result the main endocrine change 

is an increase in corticosterone, although there are reports of 

increases of other hormones, such as the adrenocorticotropic 

hormone (ACTH), oxytocin, and prolactin, as well as decreases 

in the growth hormone (GH) (94). 

Corticosterone is however most commonly used as a 

biomarker, and can show substantial change. In rodents, 

corticosterone is the major output of the HPA axis (95), due 

to the lack of the CYP17α enzyme (96). For example, during 

acute pain in rats, levels increased as high as 385% compared 

with glucose at 30–195%, and prolactin up to 275% (93). It is 

important to note that corticosterone and some other markers 

are useful only in cases of acute pain (97). Because corticosterone 

regulates diverse activities, its increase signals alterations in 
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the metabolism of carbohydrates, proteins. and fats (98). The 

effect of corticosterone can be manifested as hyperglycemia and 

lipolysis, which can even put an organism into a diabetogenic 

state (99), and alter thermoregulating mechanisms (100) in both 

awake and surgical patients (101). 

Other biomarkers that have been tested for their usefulness 

as indicators of pain, aside from glucose, include free fatty 

acids, lactic acid, ACTH, SP, beta-endorphins, and acute phase 

proteins. However, these biomarkers, just like corticosterone, are 

not pathognomonic of pain. As a result they are generally used 

as part of an assessment integrating a number of indices that 

allows us to infer that pain is being experienced by animals (92). 

Since the physiological response to pain is often non-specific, 

behavioral patterns represent an alternative avenue for the study 

of, and clinical recognition, of pain. 

 
 
 

Behavioral responses 
 

It has been widely suggested that in prey species such as 

rodents, detecting pain-related behaviors from early 

manifestations is challenging because these animals tend to 

conceal signs to protect themselves (92). Weary et al. (102) 

consider that using these behaviors as a method for evaluating 

pain requires, first, distinguishing three types: (1) pain-like 

behaviors; (2) changes in the frequency of certain behaviors; and 

(3) preference behaviors. 

Pain-like behaviors include vocalizations, flight responses, 

withdrawal of a body part, agitation, reduced mobility, repetitive 

grooming or licking of the injured area, back-arching, writhing, 

and twitching (103, 104). However, many of these responses 

may be unique to certain pain types, for example back arching, 

writhing and twitching have mainly been noted after abdominal 

surgery. Spontaneous pain behaviors in rats and mice, such as 

alteration in locomotor and gait activity, walking, stretching, 

or licking the injured area are considered pain indicators (9). 

In male rats, hind paw licking can be seen after injection of 

formalin (105). However, as Draxler et al. (106) state, the 

manifestation of the pain behavior depends on the pain model 

(inflammatory, postsurgical, cephalic, neuropathic, or 

chemotherapy-related), and analgesic therapy can reduce the 

frequency of behavioral changes. 

A change in frequency of feeding is commonly used as a pain 

indicator in both acute and chronic pain (107), and can of course 

be reflected in body weight changes. A recent study has also 

investigated refeeding-induced analgesia in inflammatory pain, 

determining that the mechanism of this response via neural 

activities in the nucleus accumbens and anterior insula cortex 

may be a target target for chronic pain management (107). 

Measuring bodyweight is often the mainstay method used by 

researchers to assess pain in biomedical research as part of daily 

animal health checks. Talbot et al. (108) mention that a weight 

reduction of 20% or more is considered a humane endpoint in 

animal research. 

Weight loss is commonly used to evaluate postoperative 

pain and the efficacy of analgesic drugs (e.g., meloxicam or 

buprenorphine). In Lewis male rats, Brennan et al. (109) 

determined that a reduction of more than 3% of daily weight 

gain could be an indicator of pain and a cut-off point to 

reconsider the pharmacologic treatment. This was also 

observed in Sprague-Dawley and Dark Agouti rats undergoing 

laparotomy. Regardless of the analgesic drug, all animals lost 

weight and reduced their food and water intake on the first 

postsurgical day. Nonetheless, the weight reduction was 

lessened in animals receiving buprenorphine (110). In rat 

models of diabetic neuropathy, antihyperalgesic components 

such as rosemary extract significantly increased body weight 

at the end of the study (from 231.7 ± 4.326 to 241.2 ± 

4.143 g), and also reduced the progress of diabetes-induced 

thermal hyperalgesia (111), showing the association between 

antinociception and weight maintenance. However, it is non- 

specific, since reduced feeding may also be triggered by malaise 

or nausea. This means that interventions specifically targeted at 

pain may fail. Moreover, the assessment of feeding behavior is 

generally impractical unless automated home cage monitoring 

is used, and it can take some time for changes in weight to 

be apparent, rendering the latter a relatively insensitive pain 

assessment method (112). 

Nevertheless, in oro-facial disease models where tissue 

damage directly impacts eating function, assessment of eating 

behavior, is a common and reliable method. In rats, capsaicin- 

induced dental pain caused a reduction in food intake (113). 

Another example is the evaluation of meal duration, a measure 

that can be used as a non-invasive method to recognize 

nociception in rat models of induced temporomandibular pain, 

where joint inflammation impairs and slows their eating patterns 

(114). Restoring the normal meal duration can serve as an 

indicator of the pharmacologic efficacy of anti-inflammatory 

drugs such as dexamethasone (115), or capsaicin, a compound 

known to eliminate C-fibers that participate in the nociceptive 

pathway (114). Similarly, mice with temporomandibular joint 

pain had decreased eating duration and frequency, an effect 

that was consistent with cartilage degradation, making it a 

reliable method for pain recognition (116). Adequate dosage of 

multimodal analgesic treatments with opioids and non-steroidal 

anti-inflammatory drugs after a surgical procedure has been 

shown to preserve food intake in rats undergoing implantation 

of epidural electrodes (117). The neuronal pathway behind 

these changes has been evaluated by Hogri et al. (118) in male 

Sprague Dawley rats, who demonstrated that stimulation of 

neurons in the central nucleus of the amygdala, known for its 

role in nociceptive integration, decreases the presentation of 

nocifensive behaviors and promote food intake and appetite due 

to analgesia. A reduction in gnawing efficiency has been used to 

detect oral cancer pain through use of an instrument called a 
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dolognawmeter (119). Since gnawing is similar to chewing and 

uses the same masticatory muscles, this behavior is indicative 

of function-related pain that depends on its intensity, the sex of 

the animal, and analgesic therapies such as neutrophil-mediated 

analgesia (120). 

Another pain-related behavior that is relevant in human- 

like diseases such as migraine is light aversion (121). Light- 

aversive behaviors were evaluated in rat models of induced 

migraine (122). In these animals, antinociceptive treatment with 

a multimodal neuropeptide agent reduced these behaviors and 

mechanical/thermal hyperalgesia (122). Events of hyperalgesia, 

allodynia, and photophobia, together with increased serum 

cortisol levels, were also observed in male Wistar rats, a response 

that was attenuated with the administration of ghrelin (123), a 

peptide that reduces the intensity of inflammatory pain through 

the secretion of anti-inflammatory cytokines (124). In mice, 

Shepherd et al. (125) reported that the color of the burrow tube 

influences burrowing performance, suggesting that light 

intensity in a lit room can induce aversion. This effect has a 

relation to the expression of CGRP in the medial nucleus of the 

cerebellum, where the stimulation of these neurons in female 

mice causes hypersensitivity to light (126). 

There has been recent focus on the use of non-maintenance 

behaviors, sometimes named “luxury” behaviors, as an indicator 

more generally of affective state, which is usually impacted by 

pain. One example of a change in the frequency of a natural 

behavior in rats involves burrowing (17, 127). A lower frequency 

of burrowing has been associated with acute and chronic visceral 

pain (103), post-operative pain, osteoarthritis, and inflammatory 

(17) and neuropathic pain (128). This behavior has been also 

used to evaluate analgesic efficacy in rodents (129). 

Nesting is another natural behavior in rodents, considered 

an activity of daily living or a luxury behavior (127, 130). The 

evaluation of the time spent in constructing the nest and its 

quality has been used as an indicator of pain in mice, 

including those in models of osteoarthritic pain. In the study 

by Dutta et al. (131), mice without pain and those treated 

with an analgesic compound (MCC22) formed more robust 

nests with no reduction in the functionality of the animals. 

Similarly, in mice undergoing vasectomies or females 

undergoing sham embryo transfer, administration of local 

analgesics (lidocaine and bupivacaine) increased nest 

complexity in males and females between 12 and 24 h after the 

surgery (132). Therefore, the reduction in nest building is 

considered an indicator of diminished welfare during stressful 

conditions such as pain (133). However, authors such as Tappe-

Theodor et al. (130) mention that the interruption of this 

type of behavior is not specific to identifying the pain since any 

stimulus that disrupts the wellbeing of rodents will generate an 

alteration in their behavior. Likewise, one must understand the 

natural propensity to burrow dependant on strain, sex species 

and individual characteristics (134). 

In this context, the pain experience could differ within the 

same species and between individuals due to genetic, genomic, 

epigenetic, environmental, and psychological factors (135, 136). 

This involves differences in pain sensitivity, susceptibility to 

painful disorders, or efficacy of analgesic drugs (137). Traits 

such as temperament, sociability, or anxiety, among others, also 

play a role in pain-related behaviors. For example, a study of 

neuropathic pain in mice with low sociability and high anxiety 

phenotypes evoked neuronal activity in the amygdala and an 

enhanced hypersensitivity response to nerve injury (138). In 

female rats with strong fear extinction, models of acute and 

chronic pain (arthritis and neuropathic, respectively) had fewer 

vocalizations, since the emotional components of pain (such 

as fear) can alter the perception of pain and alter analgesic 

response (139). 

The age and sex of rodents needs to be considered in 

pain studies. Sex is a key contributor to differences in response 

to pain with now almost widespread acceptance that there are 

differences in pain thresholds between male and female 

rodents, with females having a lower pain threshold in 

response to a variety of nociceptive inputs (127). Inter- 

individual differences are a current area of research (135), where 

behavioral individuality could affect the intensity of response or 

the individual’s pain threshold. 

Likewise, as Mogil (140) states, there is a large 

interindividual variability in rodents due to genetic or 

heritability influences in the different strains used in biomedical 

research, such as the recombinant inbred CxBK mouse, the High 

Analgesia/Low analgesia, High Analgesic Response/Low 

analgesic Response, High Autotomy/Low Autototomy, and 

normotensive or hypertensive Wistar Kyoto rat (140). This 

interindividual difference has also been reported in rat models 

of neuropathic pain, where more than 40% of Sprague- Dawley 

rats do not respond to analgesic therapies such as 

electroacupuncture (141). Studies regarding this issue have 

shown that differences within the same strain can be attributed 

to the expression of anti-opioid peptide cholecystokinin CCK-8, 

a component associated with individual sensitivity (136). In 

murine models of anxiety, differences between mice of 

different strains have also been documented (BALB/c 

–neophobic mouse strain–, C57BL/6, and 129S2). BALB/c 

animals are known to be highly neophobic but quickly adapt 

to their environment, so their response to the stressor may be 

diminished. Contrarily, 129S2 presents increased avoidance 

behavior and a higher physiological response to stress, assessed 

with increased avoidance behavior. therefore, display a greater 

amount of anxiety behaviors. These differences were attributed 

to a low expression of c-Fos, a marker for neural activity in 

the prelimbic cortex and lateral septum, areas involved in the 

emotional response of animals (142). Likewise, through genetic 

mapping in mice, it has been shown that protein expression of 

the subunit β3 in the DRG contributes to pain sensitivity and 

strain differences between A/J and C57BL/6J (143). These few 
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examples are the tip of the iceberg; there is clear evidence across 

a range of rodent stocks and strains that individual epigenetic 

processes are strong influencers of physiological and behavioral 

responses in animal models. 

Another approach to pain assessment which uses behavioral 

observations is the use of facial expression scoring. Studies of 

rodents, mainly rats and mice, have identified that the degree of 

muscular changes in the face is associated with the intensity of 

pain that the animal experiences, i.e., this method is thought to 

identify the affective component of pain. These changes involve 

the position of the ears and whiskers, orbital tightening, and 

flattening of the nose and cheeks (17). 

 

Facial expressions, facial action units 
and the development of grimace 
scales 

 

Facial expressions are the result of involuntary muscular 

responses to emotional stimuli creating changes in a group of 

facial muscles. These groups are called facial action units (FAU). 

Facial expressions play a role in communication that has been 

shown to be influenced by the social context of the emotion and 

the affective states of animals (144). Further, they function as a 

means of social exchange that allow one organism to respond 

to others (145). Ekman and Friesen (146) were the first to 

methodically study facial expressions. They developed the Facial 

Action Coding System (FACS) as a method for identifying the 

movements and positions of facial muscle groups in relation 

to universal emotions (147). The FACS system encompasses 

all anatomically possible facial movements and assigns a name 

to each one so they can be used in various fields, including 

veterinary medicine. FACS describes 44 FAU in humans, each 

one representing the activation of a muscle measured on a 5-

point intensity scale (147, 148). Though described as an 

objective method of evaluation, FACS has the disadvantage that 

it considers only facial movements that are clearly visible, 

omitting more subtle changes and other facial phenomena— 

such as skin coloration—as well as tearing and sweating (149). 

Darwin was the first author to attribute changes in behavior 

to emotions, including pain, to non-human animals, and to 

describe how facial expressions reflected them. These 

expressions were conceived as innate, adaptive, evolutionarily- 

conserved responses (10). Research on facial expressions in the 

past decade has analyzed observable movements of facial 

muscles in animals with the goal of associating them with 

specific events or emotions (150). Studies have focused on those 

FAU which are observed frequently in all animals, such as orbital 

tightening associated with pain (151). There has also been 

demonstration that facial changes are not only associated with 

negative emotions (described below), but also positive ones. As 

an example rats exposed to positive stimuli like gentle handling 

and tickling showed expression changes manifested as changes 

in the height and width of the eyes and the color (more pink) 

and more relaxed position of the ears (152). Likewise, facial 

movements associated with positive emotional states have been 

reported in behavioral tests such as the elevated plus-maze. 

Lecorps and Féron (153) found that ears were positioned in 

an upright and forward position in mice who openly explored 

their surroundings, when exposed to a novel odor, suggesting 

this was an indicator of emotional reactivity. In tests using 

palatable foods for rats, facial expression also varied suggesting 

an association with positive affective experiences (154). The 

advantage of facial expressions for evaluating pain in animals is 

that the method is simple and the response outwardly visible. 

This could then allow veterinarians and caregivers to rapidly 

assess painful state to allow mitigation through therapeutic 

administration or technique modification (151). 

 
 

The neurophysiology of facial 
expressions and their relation to pain 

 

Human facial expressions have been widely studied to assess 

the emotional and affective experience of pain. In the case of 

animals, the belief that facial expressions are not under voluntary 

control (except for non-human primates) suggests that certain 

movements of the facial muscles can indicate affective states like 

pain and emotions (155). 

The manifestation of facial expressions begins with the 

perception of a stimulus. That stimulus does not depend only 

on an anatomical component, but is the result of the activity of 

a circuit that integrates subcortical and cortical areas like the 

amygdala, primary motor cortex, ventrolateral motor cortex, 

and supplementary motor area, as well as two dorsal motor 

areas of the midcingulate cortex and the motor fibers that 

innervate the facial muscles (144, 145). In the case of a painful 

insult, the nociceptive pathway’s third-order neurons that 

project the nociceptive stimulus to the somatosensorial cortex 

also connect to the amygdala (for emotional responses), 

hypothalamus (to generate autonomous responses), and motor 

areas of the cerebral cortex. The latter contain the final-order 

motor neurons that directly innervate the facial muscle fibers 

according to the signal sent from the circuit of cortical motor 

neurons (156, 157) (Figure 2). 

Based on the study of FAU and their relation to pain, 

researchers in veterinary medicine have developed grimace 

scales to score the diverse facial expressions associated with pain 

in various animal species (158). Langford et al. (11) were among 

the first to put such scales into practice using the Mouse Grimace 

Scale. That tool has been shown to have a precision of 72–81% 

for detecting signs of pain and can differentiate between sensory 

(abdominal contortions due to pain) and emotional responses 

reflected in facial expressions (11). This success has led to 

proposals of pain scales—grimace scales—for may domesticated 

species, including laboratory rats, horses and cats (155, 159). 

 



 
63 

 

 

Domínguez-Oliva et al. 10.3389/fvets.2022.1016720 

Frontiers in Veterinary Science 10 frontiersin.org 

 

 
 
 
 

 
 

 
These scales enable observers to determine the absence/presence 

of pain and its severity, since this correlates with the intensity of 

the expression observed (11). In research with rats, these scales 

have been used to study pathologies, biological processes, and 

physiopathological mechanisms of pain that would be difficult 

to assess in humans or would raise serious ethical issues (17). 

 
 
 

Rodent grimace scales 

The pain scales developed and now applied in veterinary 

medicine began with rodents due to their importance in studies 

of diverse pathologies for biomedical research purposes (Figure 

3), which involved both spontaneous or induced pain (11). They 

were also derived with clinical application in mind due to the 

challenges in evaluating negative states like pain in rodents 

(160). Their development has been based on taking images of 

animals with and without pain by video recording or using still 

photos, with or without the use of software such as the 

“Rodent Face Finder,” which automatically selects specific frames 

where the face of the rodent can be seen clearly (151). 

The Rat Grimace Scale (RGS) was developed by Sotocinal 

(161) and validated by Oliver et al. (162). It was elaborated after 

its counterpart for mice (the MGS) by conducting three 

algesiometric assays (intraplantar injection of the Freud 

adjuvant, intraarticular injection of kaolin-carrageenan, and 

laparotomy) utilizing the conventional method of digital video 

recording for 30 min before the injections or surgery to capture 

images of the “absence of pain” and 30 min afterwards to evaluate 

responses, obtaining some 500 images. Though based on the 

MGS, there are differences in the FAU of these two species. In 

rats, the nose and cheek area are flattened when pain is felt, so 

only four FAU have been designated for this species. As Di 

Giminiani et al. (155) reported, an FAU is designated when the 

same movement occurs consistently in 25–50% of 

observations. 

The FAU used with rats are controlled by the facial nerve 

that innervates two muscle groups: the superficial muscles and 

a set of three deep muscles. The ones associated with facial 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

FIGURE 2 

Neurobiology of facial expressions in R. norvegicus. The production of facial expressions associated with pain begins with the nociceptive 

pathway. When the nociceptive signal reaches the brain, the thalamus projects connections to the amygdala, the main center that initiates facial 

motor responses. From the amygdala, the motor cortex is activated in various areas responsible for controlling the eyes, vibrissae, nose, jaw, and 

pelvic and thoracic limbs. Once activated, areas of the motor cortex connect directly to the facial nucleus in the pons and, in turn, with cranial 

nerve VII, which innervates all the muscles involved in facial expressions. In rodents, the muscles described in the image are responsible for 

maintaining the position of the ears and whiskers and movements of the eyelids and nose, which are considered rat-specific facial action units 

(FAUs) for pain recognition. 1. transduction; 2. transmission; 3. modulation; 4. projection; 5. perception. 
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expressions are the nasolabialis (including the levator labii 

superioris and dilator daris muscles), the levator labii superioris 

(superficial) and its fibers—which control the movement of the 

whiskers—together with the dilator naris (163). In mice, the 

motor control of the vibrissae is associated with pathways at 

the mesencephalic trigeminal nucleus (164). Regarding species, 

there are some differences that must be considered when 

assessing pain through facial expression. In the case of mice, 

naturally, there is no bulging of the nasal bridge and cheeks, a 

change that is noticeable when the animals experience severe 

pain (165). This difference influences the amount of FAU 

evaluated in each species (166). For example, while rats use 

four FAU the MGS employs five different muscular movements 

because bulging of the nose and cheeks is not always observed 

together (167). 

Whilst it is recognized that there are study differences in 

the reported reliability of use of facial expressions to diagnose 

pain, and that reliability values differ based on whether a binary 

determination of the presence or absence of pain is sufficient, 

or if gradation of pain response is required. However, in spite of 

this variability the technique has been shown to have a validity of 

81.6%, with no difference between the precision of photos taken 

from a frontal or profile angle, an exactitude of 76–87.5% for 

identifying facial expressions of pain, a sensitivity of 89.7%, and 

a specificity of 91.8%. Adequate training of the observers can 

increase the reliability of these recording to 90% (161), though 

some authors mention that using FACS adequately in humans 

requires as many as 100 h of training (148). 

Pain is evaluated on a scale of 0–2 based on the degree of 

deviation of the FAU from expected (typical) position with FAUs 

being scored individually. The 0 means “not present,” 1 indicates 

“partially or moderately present,” and 2 denotes “markedly 

present.” The final value is calculated by assimilating the scores 

of all the FAU either through averaging or summation (147). In 

some species intervention thresholds, at which it is considered 

necessary to administer rescue analgesia, have been described. 

Although these values likely need further investigation and 

validation (162, 168). In general most studies of grimace scales 

in rodents have employed models where pain was expected to 

be momentary or acute in nature (from a few minutes to several 

days) and this is where the strongest evidence for their utility 

exists (160). However, there is limited evidence of their utility 

in manifestations of chronic, neuropathic, and orthopedic pain 

which are expected to be more chronic in nature and that can 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
FIGURE 3 

Pain models in rodents. Current research with rodent models includes several aspects of medicine and biological sciences, inc luding pain. 

Several inflammatory, neuropathic, visceral, muscle-skeletal, and postoperative pain are currently studied in rodents. Orofacial, cancer, head, 

and burn pain are also part of the biomedical research where mice and rat play a key role in the comprehension of the physiopathology as well 

as the development of analgesic therapies. 
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implicate pain-related stress (169). Figure 4 summarizes the four 

FAU used in rats as a representative species. Facial expressions 

have been studied using these FAU to determine degrees of 

pain in diverse research protocols. The FAU have been shown 

to be simple, non-invasive, real-time or retrospective tools for 

recognizing pain in rodents (11, 147, 158, 161, 163, 170). 

 
 

Clinical applications of facial 
expressions in distinct experimental 
models of pain in laboratory rodents 

 

From a clinical perspective, facial expressions have the 

potential to allow implementation of timely measures to 

minimize the suffering of laboratory rats and other animals 

(171) through administration of pain relief or implementation 

of humane endpoints. They have also been used to re-evaluate 

dosing regimens in laboratory animal medicine. There are 

however study differences in the sensitivity of the scales for 

detection of pain. This may be related to individual study 

characteristics, or the type of pain expected to be experienced. 

Leung et al. (129) used changes in facial expressions as 

a technique to refine simple methods of analgesia with 

buprenorphine and multimodal opioid analgesia with 

meloxicam and a control group (saline solution). After 

conducting an evaluation in real time using conventional 

videorecording, those authors concluded that both approaches 

can discriminate between the group that received analgesia 

and the one that did not, where the opioids reduce RGS scores 

compared to the control group and made it possible to identify 

pain early and quickly. In contrast, in models of chemotherapy- 

induced visceral pain, the RGS showed no significant differences 

in Dark Agouti rats compared to the disease activity index, and 

was not modified by use of opioid agents (172). 

The MGS has been applied in craniotomy models to test 

the efficacy of post-surgical analgesics such as carprofen, 

meloxicam, and buprenorphine. In this study, MGS scores 

decreased in the first 24 h post-surgery (p < 0.001), with 

buprenorphine being the most effective drug in reducing scores 

at 8 h (p = 0.046) (173). During more common procedures, such 

as intraperitoneal administration of substances (e.g., CCl4 and 

oil as a control group), Erns et al. (174) reported that orbital 

narrowing was the most observed FAU in the MGS in mice after 

the intraperitoneal injection of CCl4, demonstrating that MGS 

can detect pain depending on the agent administered. Likewise, 

Heinsinger et al. (175) mentions that in murine models of cervical 

spinal cord injury, the nose and cheek bulge, orbital 

narrowing, and change of ear position are the most obvious FAU 

after 2 weeks of cervical contusion. This information does not 

only show the applicability of the grimace scales and FAU to 

pain recognition but is also an alternative to decide an analgesic 

approach for laboratory animals. 

The sensitivity of RGS for communicating pain has been 

compared to other evaluation scales, such as the Composite 

Behavior Scale, which is based on body postures that denote 

pain; for example, writhing, arching the back, and staggering. In 

these cases, the scales were utilized to discriminate the analgesic 

effect of meloxicam and buprenorphine in a surgical model 

of laparotomy. Both scales showed higher scores during the 390 

min of evaluation, but only the RGS scores descended when 

buprenorphine was administered, suggesting greater sensitivity 

for the study of facial expressions to distinguish between animals 

with or without pain (176). Those findings are similar to the 

report by Leung et al. (103), who compared these two scales with 

respect to the frequency with which the animals’ behavior—in 

this case, burrowing activity—occurred in a model of colitis- 

induced acute and chronic inflammatory pain. The comparison 

of the scores obtained using facial expressions and the disease 

activity index showed that both increased during the acute and 

chronic phases, but that only burrowing decreased during the 

phase of acute pain. Their findings led the authors to conclude 

that the RGS can be used in cases of chronic pain, as was reported 

in a case of chronic pain caused by damage to the infraorbital 

nerve (177). 

The facial expressions of rats have also been used to 

evaluate neuropathic pain caused by cervical radiculopathy, 

and have been validated for visceral, surgical, orthopedic, and 

inflammatory pain (178). Today, some automatic systems use 

computers to learn to recognize these facial changes. These 

systems can distinguish various facial expressions (179), but it 

is recommended that evaluators receive some type of training 

to detect changes in the FAU (180), since the study of pain and 

stressful events in animals used in science can be influenced by 

experience and the subjectivity of evaluations (181). 

 

Areas of opportunity regarding pain 
assessment and the implementation 
of new techniques 

 

There is a tendency in pain assessment of rodents to use a 

combination of methods which might include facial expression 

scoring, and use of other non-invasive techniques, such as 

quantifying bodyweight change (3). However, there has been 

less focus on the use of behaviors known to indicate positive 

states, such as allo-grooming, and nesting (182, 183). Whilst, 

these may be non-specific to pain, given the linkage between 

pain and emotion, for example depression as a co-morbidity in 

chronic pain which is prevalent in human populations, this may 

enhance validity and reproducibility rather than detract from 

the specific hypothesis testing goals. It is argued therefore, that 

there remains an opportunity to broaden current behavioral- 

based assessment techniques to consider assessment of the 

absence/presence of natural behaviors and vocalizations (184). 

Provision of resources that encourage these behaviors, and 
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training of staff in the value of them, may also be beneficial in 

avoiding or mitigating pain. For example, tickling techniques 

applied to laboratory rats imitate this species’ heterospecific 

play behavior and have been shown to improve mental state. 

There does however need to be consideration of the practical 

implications and limitations of using some of these methods. For 

example, the uptake of tickling is thought to be low in facilities 

due to researchers’ lack of time, personnel shortages, or limits 

imposed due to experimental design (185). Alternately, there 

are other assessment techniques that may, with some further 

development, be minimally labor intensive. For example, the 

analysis of ultrasonic vocalizations as an indicator of affective 

state is objective, sensitive to valence of affective state and can be 

done non-invasively. Studies report that high (∼50 kHz) or low 

frequency (∼22 kHz) vocalizations are associated to positive and 

negative experiences, respectively (186). 

Employing environmental enrichment has also been 

associated with positive mental states and enhanced cognitive 

and learning capacities in rodents (187). Enrichment use has 

historically been controversial with some researchers stating that 

these practices need to be standardized to ensure that the studies 

that result are replicable and valid, and do not compromise 

findings or the potential for comparisons with earlier research 

(188). However, the proposition that standardization through 

reducing environmental variability is beneficial to research has 

been questioned (189). It may also have detrimental effects on 

the welfare of animals. Kentner et al. (190) argues that 

enrichment improves reproducibility, and Würbel and 

 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

FIGURE 4 

Facial action units used to evaluate facial expression in rats and their muscles involved in its control. 
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Garner (191) suggest that it benefits welfare through reducing 

behavioral pathologies provided the enrichment caters to the 

biological needs of the species. They argue that in fact systematic 

environmental randomization could contribute to better science 

and could in fact be a refinement. The 3 Rs of Russell and Burch 

include refinement not only in the procedures but in the 

housing, husbandry, health, and safety of the animals, 

understanding that endorsing better conditions for animals 

improves the quality of research (192). 

In recent years, the search for objective evaluations of pain 

has included proposals to use infrared thermography 

techniques (193), facial electromyography (149), recognition of 

facial expressions or behavior by means of sensors, automated 

recognition in production species like sheep (194), artificial 

vision technology using computers—suggested to recognize 

pain in horses (195)—and artificial intelligence where machines 

are taught to recognize certain FAU (196). As these cases reveal, 

the tendency is to develop precise, non-invasive methods that 

allow researchers to evaluate pain in laboratory rodents while 

causing the least stress possible by handling or the simple 

presence of the evaluator. 

 

Conclusions 

Pain is defined as an unpleasant sensory experience that 

entails the activation and integration of diverse neurobiological 

systems that are responsible for transducing and transmitting it 

and recognizing it consciously. Since laboratory rodents are 

most often utilized in biomedical science, the recognition of 

pain constitutes a fundamental step toward complying with 

existing norms for the use and care of laboratory animals, with 

the objective of preventing the physiological, endocrine, 

metabolic, and behavioral consequences described in this review. 

The evaluation of pain in laboratory requires understanding 

the nociceptive pathway and the neurobiology associated with 

observable changes in facial expressions. Utilization of the FAU 

described (position of the ears and whiskers, ocular opening, and 

flattening of the nose or cheeks) has led to the adoption of facial 

expressions as a non-invasive method for determining degrees 

of pain (on a scale from 0 to 2) in diverse assays and models 

of acute, chronic, surgical, and neuropathic pain. The study of 

facial expressions allows researchers to recognize, objectively 

and integrally, the presence, degree, and intensity of pain that 

an animal may experience during its life or euthanasia processes. 

Thus, it constitutes a complementary tool for refining the use of 

rodents in research. 
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3. JUSTIFICACIÓN 

 

El uso de animales con fines de investigación plantea diversos desafíos científicos, éticos 

y legales, los cuales requieren la aplicación de los principios de las 3Rs al promover el 

refinamiento de las técnicas empleadas con el fin de prevenir y minimizar el dolor y 

sufrimiento de las especies (36). Esto no sólo debe procurarse durante la vida del animal 

sino durante el periodo de eutanasia.  

Actualmente existe controversia debido al potencial dolor que los animales pueden 

percibir por la aplicación de agentes inyectables, inhalatorios y físicos durante los procesos 

de eutanasia (3,37,38). Aunque existen normas y guías nacionales e internacionales que 

clasifican a estos métodos como aceptados (39), el nivel de dolor que puedan percibir los 

animales de laboratorio es un campo de investigación.  

De esta manera, la aplicación de técnicas no invasivas como la IRT y la RGS pueden 

contribuir al estudio de la nocicepción y dolor, evaluando los componentes fisiológicos y 

emocionales del mismo, sin generar estrés adicional (26,40,41). La implementación de 

estas herramientas podría ayudar a valorar la calidad de la eutanasia, su eficacia y su 

relación con el bienestar animal.    
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4. PREGUNTAS DE INVESTIGACIÓN 

 

1. ¿Cuáles son los cambios en la microcirculación asociados al dolor, durante la 

aplicación de distintos métodos inyectables, inhalatorios y físicos de eutanasia 

en ratas de laboratorio? 

 

2. ¿Cuáles son las expresiones faciales que se modifican por efecto de la 

nocicepción y dolor durante diferentes métodos inyectables, inhalatorios y 

físicos de eutanasia en ratas de laboratorio? 
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5. HIPÓTESIS 

 

1. El uso de la termografía infrarroja durante distintos métodos de eutanasia para 

ratas de laboratorio (Rattus norvegicus) permitirá reconocer cambios 

fisiológicos en la microcirculación, resultado de emociones negativas 

(nocicepción, dolor, ansiedad) relacionadas al método empleado. 

 

2. La escala de muecas RGS ayudará a determinar el grado de nocicepción, dolor 

y bienestar animal de ratas de laboratorio (R. norvegicus) sometidas a 

diferentes métodos inyectables, inhalatorios y físicos de eutanasia. 

 

 

3. El método de eutanasia por sobredosis con anestésico en combinación con la 

exposición a CO2 evitará el sufrimiento prolongado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
76 

 

 

6. OBJETIVO GENERAL 

 

Determinar la eficacia de distintos métodos de eutanasia en ratas de laboratorio, 

mediante la evaluación de la nocicepción y dolor a través de los cambios observados 

en la termografía infrarroja y las expresiones faciales en la escala de muecas de rata 

(Rat Grimace Scale). 
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7. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1. Valorar los cambios termográficos y las expresiones faciales durante la 

eutanasia de ratas bajo diferentes métodos inyectables (sobredosis de 

pentobarbital, ketamina + xilacina), inhalatorios (CO2, isoflurano), físicos 

(decapitación) y combinaciones con anestesia parenteral (ketamina + CO2). 

 

2. Determinar cuál método de eutanasia evita o disminuye el sufrimiento 

prolongado durante la eutanasia en ratas. 
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8. MATERIAL Y MÉTODOS 

 

8.1. Tipo de estudio 

Este fue un estudio experimental comparativo-prospectivo. Todas las mediciones 

fueron realizadas por un solo evaluador entrenado en un ensayo no ciego. 

 

8.2. Localización y aprobación ética 

El presente estudio se realizó en el área de laboratorios del Servicio de Bioterio y Cirugía 

Experimental del Instituto Nacional de Rehabilitación- Luis Guillermo Ibarra Ibarra (INR-

LGII), de la Secretaría de Salud (Figura 1), ubicado en Calzada México-Xochimilco 289, 

Coapa, Guadalupe Tlalpan, Tlalpan, 14389 Ciudad de México, CDMX. Las coordenadas de 

ubicación son: 19.289667592615135, -99.14886385396737. 

 

 

Figura 1. Área de laboratorios y quirófanos del servicio de bioterio del Instituto Nacional de 

Rehabilitación. Espacio físico donde se realizaron los diferentes métodos de eutanasia. 

 

Todos los procedimientos fueron aprobados por el Comité para el Cuidado y Uso de 

Animales de Laboratorio (INRLGII/CICUAL/014/2021). El manejo y cuidado de los animales 



 
79 

 

de laboratorio fue con estricto apego a la Norma Mexicana NOM-062-ZOO-1999 (42), 

publicada por la Secretaría de Agricultura y Desarrollo Rural (SADER),la cual describe las 

especificaciones técnicas para la producción, cuidado y uso de los animales de laboratorio. 

Los cadáveres de todos los animales fueron dispuestos mediante incineración, de acuerdo 

con la NOM-062-ZOO-1999. 

 

8.3. Sujetos de estudio  

Sesenta ratas adultas de la cepa Wistar (R. norvegicus), treinta machos y treinta hembras, 

fueron obtenidas de la Unidad de Producción y Experimentación de Animales de 

Laboratorio (UPEAL) del Centro de Investigación y de Estudios Avanzados (CINVESTAV) 

del Instituto Politécnico Nacional (IPN), ubicado en Avenida Instituto Politécnico Nacional 

2508, San Pedro Zacatenco, Gustavo A. Madero, 07360 Ciudad de México, CDMX, México. 

Coordenadas 19°30′33″N 99°07′46″O.  

 

Los animales tuvieron un peso promedio de 311 ± 62 g y 8-10 semanas de edad (en 

pubertad). Todas las ratas fueron obtenidas con un Certificado de Salud Animal en el cual 

se declararon como libres de patógenos infecciosos (bacterias, virus y parásitos). El tamaño 

de muestra fue calculado con el software G*Power 3.1.9.7 (Heinrich-Heine-Universität 

Düsseldorf, Düsseldorf, Germany). El tamaño total de muestras fue de 48 animales, 

considerando una probabilidad de error α de 0.05, nivel de confianza del 95%, poder 

(probabilidad de error 1-β) de 0.90, y una corrección entre medidas repetidas de 0.5 por los 

seis grupos experimentales con cinco tiempos de evaluación. 

 

8.3.1. Criterios de inclusión 

De acuerdo con los principios de las 3Rs (43), la reducción fue aplicada al número total de 

animales mediante el reúso de ratas provenientes de protocolos concluidos de etología 

(p.ej., pruebas de laberinto o de viga de equilibrio). Los animales seleccionados fueron parte 

de los grupos control para evitar la inclusión de ratas que hayan sido sometidas a 

procedimientos invasivos o que tuvieran residuos de fármacos. A través de un examen 

físico general las ratas fueron clasificadas como saludables sin signos de enfermedad, 

estrés o comportamientos asociados a estrés. El examen físico consideró el peso corporal, 

postura, nivel de conciencia, secreciones, color de las mucosas, estornudos, y repertorio 

conductual especie-específico. 
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8.3.2. Criterios de exclusión 

Se eliminaron a todas las ratas que presentaron signos de enfermedad, lesiones o dolor al 

realizar el examen físico general, además de hembras gestantes.  

 

8.4. Alojamiento de los animales 

Las ratas fueron alojadas en cuartos diferentes de acuerdo con el sexo. Fueron colocados 

cinco animales por jaula, en cajas convencionales para roedores de policarbonato (47 x 36 

x 21 cm) con cama de virutas de madera aspen esterilizable (Aspen, Nepco, USA) y sin 

enriquecimiento. Las ratas fueron mantenidas en un ciclo de luz-obscuridad de 12 horas/día, 

con las luces encendidas de las 0500 h a las 1700 h. La temperatura dentro de los cuartos 

de alojamiento y de procedimientos se mantuvo en un promedio de 23.2 ± 0.5°C y 22.9 ± 

0.5°C (rango aceptado de 18-26°C), respectivamente, con una humedad relativa de 48% y 

52% (rango aceptado de 40-70%), respectivamente, y una ventilación con 15 a 18 

recambios de aire por hora, valores recomendados por la NOM-062-ZOO-1999 (Figura 2) 

(12). 
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Figura 2. Área de estancias para ratas. Zona del bioterio donde se alojan los animales, 

separados por especies y por sexos. 

 

Las ratas tuvieron acceso ad libitum a alimento pelletizado y esterilizado para 

roedores (LabDiet 5010, LabDiet, USA). Los comederos serán rellenados en la mañana o 

en la tarde, dependiendo del consumo durante el transcurso del día. El agua purificada ad 

libitum se brindará en bebederos para roedores de 500 ml; el cambio del agua se realizará 

diariamente durante las mañanas.  

Antes de ser incluidas en el presente estudio, las ratas pasarán por un periodo de 

habituación al evaluador. Este periodo constará de 15 días en los que el evaluador estará 

en constante acercamiento con los animales (durante 15 minutos en las mañanas, a medio 

día y en la tarde) para reducir el estrés al que los roedores son propensos a experimentar 

por el manejo (44).   
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8.5.  Materiales e insumos físicos 

8.5.1. Material físico 

8.5.1.1. Material de laboratorio 

o Jeringa insulínica estéril de 1 mL con aguja desmontable calibre 27G X 13 mm 

(Ambiderm ®, México) 

o Guantes de látex estériles para exploración (Ambiderm ®, México) 

o Cubrebocas quirúrgico de tres pliegos con filtro antibacterial (Ambiderm ®, México) 

o Bolsa amarilla de residuos peligrosos sólidos biológico-infecciosos (Magry, México) 

o Bolsa roja de residuos biológico-infecciosos (Mary, México)  

o Algodón estéril 

o Pinza de disección 

o Campos quirúrgicos  

o Ropa quirúrgica  

o Papel de estraza 

o Tapetes de corcho 

o Cinta adhesiva 

 

8.5.1.2. Equipo de laboratorio 

o Guillotina (51330, Senna, México) 

o Cámara de inducción para CO2 (diseñada por los autores). 

o Cámara de inducción a la anestesia para inhalación de isoflurano (diseñada por los 

autores). 

o Balanza portátil (CS2000, Ohaus ®, México)  

o Cámara termográfica (FLIR Thermal TM E60, FLIR Systems ®, USA) 

o Cámara de video (Ixy 550, Cannon ®, Japón) 

 

8.5.1.3. Formatos de registro 

o Formato de monitorización para la IRT y la RGS 

 

8.5.2. Material químico 

o Ketamina (Anesket, Pisa Agropecuaria ®, México) 

o Isoflurano (Fluriso, VET ONE ®, India) 

o Pentobarbital (Pentobarbital, Aranda ®, México) 
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o Xilacina (Procin, Pisa Pisa Agropecuaria ®, México)  

o  Alcohol etílico al 70% 

 

8.6. Diseño experimental 

Todos los protocolos experimentales se llevarán a cabo con estricto apego a la norma NOM-

062-ZOO-1999 para el uso y cuidado de los animales de laboratorio (12), y bajo las 

directrices ARRIVE (Animal Research: Reporting of In vivo Experiments) para el uso ético 

de los animales (45). 

Una vez seleccionados a los sujetos de estudio, los animales pasaron por un periodo 

de habituación al manejo experimental, a la cámara de inducción de anestesia y a la 

presencia del evaluador. Los animales fueron divididos de manera aleatoria por generación 

de números (Microsoft Excel; Microsoft 365). 10 ratas fueron asignadas en cada grupo 

experimental, con cinco machos y cinco hembras, como se muestra en la Figura 3.  

 

 

Figura 3. Diseño experimental. Diagrama que describe los grupos experimentales del 

presente estudio, los tiempos a evaluar y las variables de respuesta para cada individuo. 

Grupos (G1: pentobarbital; G2: CO2; G3: decapitación; G4: isoflurano; G5: Propofol; G6: 

ketamina + CO2; G7: ketamina + isoflurano). Tiempos (Ti1: antes del procedimiento; Ti2: 

durante el procedimiento; Ti3: después del procedimiento). Variables de respuesta (FC: 

frecuencia cardiaca; FR: frecuencia respiratoria; IRT: termografía infrarroja; RGS: escala de 

muecas de rata).   
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8.6.1. Eutanasia por sobredosis de pentobarbital (G1; n=10) 

Se administró una sobredosis de 400 mg/kg IP de pentobarbital (Pentobarbital, Aranda ®, 

Mexico) con una jeringa estéril de 3 ml (Ambiderm ®, México), siguiendo el procedimiento 

de Lofgren et al. (46) y Villano y Sharp (47). La dosis fue calculada realizando un estudio 

piloto (información no publicada), empleando las dosis máximas y mínimas que aparecen 

en el estudio de Reimer et al. (48). La dosis seleccionada resultó en una rápida pérdida de 

la conciencia, depresión cardiorrespiratoria sin excitación, pérdida de reflejos y muerte 

clínica (Figura 4).  

 

Figura 4. Administración de fármacos por vía intraperitoneal. Para esta vía de 

administración, se introdujo la aguja de la jeringa en el cuadrante abdominal inferior derecho. 

Se retrajo el émbolo para asegurar que la aguja se encontrara en cavidad abdominal y no 

se haya punzado algún órgano o vaso sanguíneo. 

 

8.6.2. Eutanasia por exposición a CO2 (G2; n=10) 

La sobredosis de CO2 se realizó dentro de una cámara de inducción para eutanasia. La 

cámara de acrílico (Acrifactory, Mexico) (32.5 x 42 x 21 cm) fue personalizada y diseñada 

con cinco compuertas herméticas empleando neodimios para evitar la fuga de gas (Figura 

5). Cada compuerta fue hecha al tamaño del lente de la cámara térmica (10.5 x 13 cm) para 
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permitir la toma de la IRT (Figura 6). La cámara fue conectada a un cilindro de gas 

comprimido de CO2 y la administración del gas se realizó a una concentración mínima de 

70%, con una tasa de flujo del 30% del volumen total de la cámara por minuto (49).  

 

 

 

Figura 5. Cámara de inducción para eutanasia. Con el fin de permitir la evaluación térmica 

de los métodos inhalatorios, se personalizó una cámara de acrílico con cinco compuertas 

herméticas, al tamaño de la lente de la cámara térmica (10.5 x 13 cm), selladas con 

neodimios. 
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Figura 6. Colocación y monitoreo termográfico en la cámara de inducción de eutanasia para 

métodos inhalatorios (CO2 e isoflurano).  

 

8.6.3. Eutanasia por decapitación (G3; n=10)  

La decapitación se realizó empleando una guillotina para roedores (51330, Senna, México), 

con el fin de separar la cabeza del tronco a nivel de las vértebras cervicales (46) (Figura 7). 
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Figura 7. Guillotina para decapitación de ratas.  

 

8.6.4. Eutanasia por exposición inhalatoria en circuito abierto con isoflurano (G4; 

n=10) 

Para la eutanasia con isoflurano (Fluriso, VET ONE ®, India) se empleó el método de “gota 

abierta”, humedeciendo dos torundas de algodón con 2 ml de isoflurano cada una (Figura 

8). La dosis fue calcula tomando como base los estudios de Risling et al. (50) y de Brito 

(51). Las torundas fueron colocadas en un lugar donde los animales no tuvieran contacto 

directo con el anestésico.  
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Figura 8. Cámara de inducción para anestesia/eutanasia de ratas con isoflurano.   

 

8.6.5. Eutanasia por sobredosis de ketamina + xilacina (G5; n=10) 

La sobredosis de ketamina (Anesket, Pisa Agropecuaria ®, México) + xilacina (Procin, Pisa 

Agropecuaria ®, Mexico) se realizó administrando vía IP 450 mg/kg IP y 45 mg/kg, 

respectivamente (39).  

 

8.6.6. Eutanasia con ketamina + CO2 (G6; n=10)  

Combinación de ketamina (100 mg/kg IP) + CO2. Después de la administración de ketamina, 

los animales se mantuvieron en las cajas de policarbonato con cama de virutas de madera 

hasta 5-10 minutos post-inyección–considerando el tiempo promedio para lograr su máxima 

concentración (52)–. Posteriormente, los animales fueron introducidos en la cámara de 

inducción para CO2  a una concentración mínima de 70% y flujo del 30% del volumen total 

de aire por minuto (53) (Figura 9). 
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Figura 9. Combinación de ketamina + CO2 como un método de eutanasia. Metodología 

seguida para el G6, en la que los animales permanecieron 5-10 min en las cajas de 

policarbonato antes de ser expuestos al CO2.    

 

 

En todos los grupos se verificó la muerte de los animales mediante la evaluación 

visual del cese de la respiración y del latido cardiaco con un estetoscopio (3M™ Littmann® 

Classic III™, USA). Asimismo, se evaluó la ausencia de reflejos palpebral, interdigital y de 

enderezamiento para confirmar la muerte de los sujetos.  

 

8.7. Tiempos de evaluación  

Las ratas en cada grupo experimental fueron evaluadas en cinco momentos: Basal: las 

mediciones fueron realizadas 24 h antes de realizar el método de eutanasia, dentro del 

cuarto de alojamiento. Ti1: tres minutos antes de la aplicación del método de eutanasia, 

dentro del cuarto de procedimientos. En el día de experimentación, las ratas fueron 

trasladadas desde el cuarto del alojamiento hacia el cuarto de procedimiento (para evitar 

realizar la eutanasia cerca del resto de los grupos experimentales). A los animales se les 

permitieron 30 minutos de descanso y aclimatación al cuarto de procedimientos antes de 

empezar con el proceso experimental. Ti2: durante la aplicación del método de eutanasia. 

Por ejemplo, mientras la rata está recibiendo la dosis IP de pentobarbital, ketamina + 

xilocaína, o mientras está dentro de la cámara de inducción o siendo colocada en la 

guillotina. Ti3: inmediatamente después de aplicado el método de eutanasia hasta pérdida 

del reflejo de enderezamiento (LORR) como un signo de inconsciencia. Ti4: desde LORR 
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hasta el cese de la frecuencia respiratoria y cardiaca, siendo evaluadas mediante 

observación y con un estetoscopio. La ausencia de reflejos (palpebral e interdigital) también 

fue empleada para confirmar la muerte de los animales. Es importante mencionar que todos 

los grupos, excepto en G3 (decapitación), contaron con cinco tiempos de evaluación; sin 

embargo, en G3, la separación de la cabeza e inconsciencia se consideraron como el mismo 

evento. Por ello, este grupo únicamente tuvo cuatro periodos de evaluación (Basal, Ti1, Ti2 

y Ti3). 

De igual manera, para registrar la duración de cada método de eutanasia, a partir 

de Ti2 se anotó el tiempo de muerte, tiempo para LORR, así como los tiempos para el cese 

de la respiración y del latido cardiaco. Los resultados fueron expresados en segundos y el 

promedio ± desviación estándar (SD) de los 10 animales por grupo fue procesado en una 

hoja de evaluación. 

 

8.8. Descripción de las variables de estudio para la fase I. Termografía infrarroja  

La captura de imágenes térmicas fue realizada mediante una cámara térmica FLIR™ E60 

(FLIR Systems, USA) a 1 m de los animales, manteniendo un ángulo perpendicular al 

animal (90°). Las imágenes radiométricas fueron tomadas con una emisividad de 0.95, 

resolución IR de 320 x 240 pixeles, sensibilidad térmica de < 0.05°C, y precisión de ± 2%. 

Las imágenes infrarrojas fueron tomadas a la misma hora del día en todos los grupos 

experimentales (entre 0800 h y 1500 h), y del mismo lado de los animales (derecho). Previo 

al inicio de los métodos de eutanasia, las cajas de policarbonato, mesas, superficies y 

paredes donde se realicen las técnicas de eutanasia serán cubiertas con papel de estraza, 

tapetes de corcho, o con campos quirúrgicos con el objetivo de evitar que este tipo de 

superficies reflectantes interfieran con la lectura termográfica (Figura 10). Durante la 

sujeción de los animales para la administración IP de fármacos, los manejadores usaron en 

todo momento guantes de látex.    
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Figura 10. Superficies adaptadas para el uso de la cámara termográfica. A. Las cajas en 

donde las ratas fueron evaluadas se curbieron de papel de estraza para evitar el reflejo de 

la radiación. B. Las superficies de mesas y equipos se cubrieron con tapetes de corcho para 

evitar la reflectancia.   

  

Durante los cinco tiempos de evaluación, se evaluaron cuatro regiones anatómicas 

–o ventanas térmicas–, las cuales fueron: superficie ocular (T°ocu), región auricular (T°ear), 

región interescapular (T°dor), y en la cola (T°tai). La delimitación de estas regiones de interés 

(ROI) se muestra en la Figura 11. Las imágenes térmicas fueron procesadas con el software 

FLIR Tools (Versión 6.4.17317.1002, FLIR Systems, USA) para obtener las temperaturas 

(°C) máximas, mínimas y promedio para T°ocu, T°ear y T°dor. Para T°tai, únicamente se obtuvo 

la temperatura promedio en la parte proximal, media y distal de la cola. Esto es debido a 

que la delimitación del ROI en el software mediante un “spot” o “foco fijo” registra 

únicamente la temperatura promedio. 

 

 

Figura 11. Representación de las cuatro ventanas térmicas evaluadas. A. T°ocu. Se delimitó 

con un círculo (El1) que cubre por completo la región o el globo ocular, sin incluir el párpado 

superior o inferior. T°ear fue evaluado mediante un círculo (El2) en el canal auditivo externo 

A B 
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para evaluar la temperatura irradiada de la membra timpánica y el oído interno. B. T°dor. Un 

rectángulo (Bx1) fue colocado en el área dorsal, justo en el espacio interescapular de las 

ratas.  C. T°tai. Tres puntos focales (Sp1, Sp2, y Sp3) fueron colocados en los segmentos 

proximal, medial y distal de la cola.   

 

8.9. Descripción de las variables de estudio para la fase II. Expresión facial  

Para obtener el puntaje de la RGS, se realizó una grabación continua con dos cámaras 

digitales de alta resolución (1920 x 1080) (Ixy 650, Cannon ®, Japón) durante los tiempos 

de evaluación. Las cámaras se colocaron a ambos lados del animal (frontal y lateral) para 

capturar fotografías de las ratas antes, durante y después de cada tratamiento de eutanasia. 

Las cámaras se montaron en trípodes a aproximadamente 20 cm de distancia de las ratas. 

A diferencia de la IRT, la videograbación para evaluar la RGS se realizó únicamente en los 

tiempos Basal, Ti1, Ti2 y Ti3, debido a que después de la pérdida de la consciencia no se 

pueden observar cambios en la expresión facial. 

Los videos se guardaron como archivos en formato MP4 para ser analizados por un 

codificador ciego a los métodos de eutanasia en un software de edición de video (Adobe 

Premiere Pro, Adobe, EE. UU.). Al observar los videos a una velocidad de 0.5x, se tomaron 

10 imágenes fijas de los rostros de las ratas en cada tiempo de evaluación (54), obteniendo 

40 imágenes por rata cuando se observó una clara vista frontal o lateral de la cabeza. La 

puntuación de las imágenes se realizó de acuerdo con el estudio de Sotocinal (31) utilizando 

cuatro FAU, en las cuales: 

• Estrechamiento orbital: las ratas con dolor muestran estrechamiento del área orbital 

que se manifiesta como un cierre ocular parcial o completo. 

• Cambios en la posición de las orejas: las orejas de las ratas con dolor tienden a 

curvarse e inclinarse hacia adelante o hacia afuera, dando una forma puntiaguda. 

El espacio entre las orejas puede parecer más amplio por el cambio de posición. 

• Aplanamiento de nariz / mejilla: las ratas con dolor muestran un menor abultamiento 

dorsal de la nariz y mejillas, con ausencia ocasional del pliegue entre la mejilla y las 

vibrisas. 
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• Cambio en las vibrisas: las ratas con dolor desplazan hacia adelante estas 

estructuras (alejándose de la cara) desde su posición de referencia, por lo que 

tienden a agruparse dando la apariencia de bigotes de punta (Figura 12). 

 

Figura 12. Unidades de acción facial empleadas en ratas. 1. Cambio de orejas; 2. 

Estrechamiento ocular: 3. Aplanamiento de nariz/mejillas; y 4. Cambio de vibrisas.  

  

Usando una escala de puntuación de 0 a 2, donde 0 = no presente, 1 = 

moderadamente presente; y 2 = obviamente presente, la puntuación máxima obtenible fue 

8. Para determinar la puntuación final, se sumaron las 10 imágenes por evento de 

evaluación en cada FAU para obtener un valor medio. Para cada rata se sumaron los 

valores medios de las cuatro FAU y se usó una puntuación total media en el análisis. 

 

8.10. Descripción de procedimientos 

Después de los 15 días de habituación y la asignación aleatoria de las ratas a los grupos 

experimentales, los procedimientos generales para ambas fases experimentales están 

esquematizados en la Figura 13.  
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Figura 13. Esquematización del orden de procedimientos para la obtención de la IRT y RGS. 

FC: frecuencia cardiaca; FR: frecuencia respiratoria. *para G3, Ti3 incluye LORR y cese de 

la función cardiorrespiratoria. 

 

Durante el periodo Basal, la IRT y la RGS se evaluaron por cinco minutos dentro del 

cuarto de alojamiento de los animales. Para la videograbación, las cámaras se colocaron 

en tripiés apuntando a dos lados de las cajas de policarbonato. Para llevar a cabo las 

técnicas de eutanasia, se realizó la movilización de los animales desde el cuarto de 

alojamiento hacia uno de los cuartos de procedimientos para separar a los individuos del 

grupo designado del resto. Se estableció un periodo de 30 minutos para que las ratas se 

aclimaten al cuarto y para evitar el estrés por transporte (55). Durante este tiempo, las 

cámaras para videograbación fueron montadas en tripiés en el cuarto de procedimientos, 

en diferentes ubicaciones de acuerdo con el método de eutanasia (p. ej., si fue un método 

inhalatorio, las cámaras se colocaron en dos lados de la cámara de acrílico). Transcurridos 

los 30 minutos, se inició con el Ti1 del primer individuo del grupo en cuestión, capturando 

ambas variables de estudio por tres minutos. Se tomó la IRT de T°ocu, T°ear, T°dor y T°tai y se 

videograbó la región rostral del animal. Posteriormente, ese animal se llevó a una sala 

separada donde exclusivamente se realizó el sacrificio humanitario de esa rata, con el fin 

de evitar que estímulos visuales, auditivos u olfatorios generen un efecto negativo en el 

resto de los sujetos de estudio. En el Ti2, la IRT y videograbación para la RGS se registraron 

mientras se administró el fármaco vía IP, o en los primeros segundos de dejar a la rata 

dentro de las cámaras de inducción de isoflurano y CO2. En el Ti3, se valoraron las mismas 

variables de respuesta desde el momento en el que el fármaco fue administrado por 
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completo o desde que se inició con la entrada del agente inhalatorio a las cámaras de 

inducción (G2, G4 y G6) hasta comprobado el cese de la frecuencia respiratoria y cardiaca 

(Ti4). Para la RGS, a partir de Ti2 y durante Ti3 se realizó grabación continua del rostro de 

los animales hasta LORR. Debido a la diferencia de tiempo para alcanzar LORR de acuerdo 

con el método de eutanasia, la videograbación durante estos dos tiempos difirió.  

La información obtenida de las tres variables en los tres tiempos y en los seis grupos 

fue posteriormente recopilada en bases de datos de Excel (Microsoft Office ®, USA) para 

su análisis estadístico. 

 

8.11. Análisis estadístico 

Todos los análisis se realizaron con el paquete estadístico GraphPad Prism 10.0.2 

(California, EE. UU.).  

8.11.1. Análisis estadístico de la fase I 

Se realizó la prueba de Shapiro-Wilk para establecer la normalidad de los datos en el 

conjunto de datos recopilados de T°ocu, T°ear, T°dor y T°tai. Se obtuvieron estadísticos 

descriptivos, expresando los resultados como media ± desviación estándar (SD). Se utilizó 

un modelo mixto lineal para medidas repetidas para evaluar el efecto de los seis métodos 

de eutanasia (G1, G2, G3, G4, G5 y G6), en los cinco eventos (Basal, Ti1, Ti2, Ti3 y Ti4) para 

cada una de las cuatro ventanas térmicas. La comparación múltiple de medias se realizó 

con la prueba post-hoc de Tukey. En todos los casos, el nivel de significancia se fijó en P < 

0.05. Para establecer la correlación entre las ventanas térmicas se calcularon los 

coeficientes de correlación de Pearson. Todos los valores con P < 0.05 se consideraron 

significativos. 

 

8.11.2. Análisis estadístico de la fase II 

Se realizó la prueba de Kolmogorov-Smirnov para establecer la normalidad de los datos en 

el conjunto de datos recopilados de la UAF. Se obtuvo la estadística descriptiva, expresando 

los resultados como media ± SD. Se utilizó un modelo mixto lineal para medidas repetidas 

para evaluar el efecto de los seis métodos de eutanasia (G1, G2, G3, G4, G5 y G6), en los 

cuatro tiempos de evaluación (Basal, Ti1, Ti2 y Ti3) para la puntuación total de RGS. La 
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comparación múltiple de medias se realizó con la prueba post-hoc de Tukey. Las 

correlaciones entre las cuatro FAU y los métodos de eutanasia se calcularon utilizando los 

coeficientes de correlación de Spearman. Todos los valores con P < 0.05 se consideraron 

estadísticamente significativos. 

El tiempo de muerte, el tiempo hasta LORR, el tiempo hasta el cese de la respiración 

(evaluación visual) y el latido cardíaco (auscultación torácica) se expresaron como media ± 

SD.  
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9. RESULTADOS  

 

 

 

 

9.1. CAPÍTULO IV 

Resultados de la fase I. Termografía infrarroja 

 

Artículo experimental intitulado: 

Respuesta térmica de ratas de laboratorio (Rattus norvegicus) durante la 

aplicación de seis métodos de eutanasia evaluados a través de la 

termografía infrarroja 

 

Publicado en la revista Animals, misma que se encuentra indexada al JCR con un factor de 

impacto de 3, en el volumen 13, 2820. https://doi.org/10.3390/ani13182820 

 

 

Domínguez-Oliva, A.; Hernández-Avalos, I.; Olmos-Hernández, A.; Villegas-Juache, J.; 

Verduzco-Mendoza, A.; Mota-Rojas, D. Thermal response of laboratory rats (Rattus 

norvegicus) during the application of six methods of euthanasia assessed by infrared 

thermography. Animals 2023, 13, en proceso de publicación. 
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9.2. CAPÍTULO V 

Resultados de la fase II. Escala de muecas 

 

Artículo experimental intitulado: 

Aplicación de la Escala de Muecas de Rata para evaluar seis métodos de 

eutanasia en ratas Wistar  

 

En proceso de revisión, enviado a la revista Animals, misma que se encuentra indexada al 

JCR con un factor de impacto de 3.  

 

Domínguez-Oliva, A.; Olmos-Hernández, A.; Hernández-Avalos, I.; Lecona-Butrón, H.; 

Mota-Rojas, D. Rat Grimace Scale as a method to evaluate nociception and facial 

expression during euthanasia of Wistar rats. Animals 2023, 13, en proceso de revisión. 
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Simple Summary: This study aimed to evaluate pain associated with six methods of euthanasia     17 

(injectable, inhalational, and physical) in Wistar rats, applying the Rat Grimace Scale (RGS) to com - 18 

pare the scores and determine the method with the highest score that might indicate pain for labor - 19 

atory rodents. According to the results, during the application of the euthanasia method, the intra - 20 

peritoneal administration of ketamine + xylazine and decapitation caused the highest RGS scores     21 

(0.6 ± 0.26 and 0.6 ± 0.16, respectively) (P < 0.0001), while after the application of the euthanasia 22 

methods, CO2 and isoflurane recorded the highest scores (P < 0.0001) (0.9 ± 0.18 and 1.2 ± 0.20, re- 23 

spectively). The results might indicate that injection and guillotine use could cause short-term pain 24 

in rodents, while high isoflurane scores could be associated with nociception/pain or to the 25 

myorelaxant properties of the drug. Further research is needed to establish a comprehensive study 26 

of pain during euthanasia, where RGS could be used minding the limitations that anesthetics might 27 

have on facial expression. 28 
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Abstract: Refinement of experimental procedures in animal research has the objective of preventing 29 

and minimizing pain/distress in animals, including the euthanasia period. This study aimed to eval- 30 

uate pain associated with six methods of euthanasia in Wistar rats (injectable, inhalational, and 31 

physical), applying the Rat Grimace Scale (RGS) to compare the scores and determine the method 32 

with the highest score that might indicate pain for laboratory rodents. Sixty adult male and female  33 

Wistar rats were used and assigned to six treatments: G1: pentobarbital; G2: CO2; G3: decapitation;    34 

G4: isoflurane; G5: ketamine + xylazine; G6: ketamine + CO2. Videorecording to assess RGS scores    35 

was performed in four events: Basal: 24 h before the procedure; Ti 1: three minutes before the proce- 36 

dure; Ti2: during the application of the euthanasia method; Ti 3: immediately after the application 37 

until LORR. The main findings of the study showed that, during Ti 2, G3 and G5 had the highest   38 

scores (0.6 ± 0.26 and 0.6 ± 0.16, respectively) (P < 0.0001), while at Ti3, G2 (0.9 ± 0.18) and G4 (1.2 ± 39 

0.20) recorded the highest scores (P < 0.0001). According to the present results, decapitation, and 40 

ketamine + xylazine elicited short-term acute pain possibly due to the tissular damage caused by 41 

both methods (injection and guillotine). In contrast, isoflurane’s RGS scores recorded during Ti3         42 

might be associated with nociception/pain due to the pungency of the drug, or to the pharmacolog- 43 

ical muscle relaxant effect of isoflurane. Further research is needed to establish a comprehensive 44 

study of pain during euthanasia, where RGS could be used minding the limitations that anesthetics 45 

might have on facial expression. 46 

Animals 2023, 13, x. https://doi.org/10.3390/xxxxx www.mdpi.com/journal/animals 
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10. DISCUSIÓN 

 

La eutanasia se reconoce como un proceso en el cual los animales pueden estar expuestos 

a distrés y dolor debido al manejo, a las características del fármaco, y al procedimiento per 

se (p. ej., inyección IP). Basado en los hallazgos de este estudio, los agentes inhalatorios 

(CO2 e isoflurano) dieron como resultado alteraciones sustanciales en la respuesta térmica 

de las cuatro ventanas térmicas (T°ocu, T°ear, T°dor, y T°tai) de ratas Wistar durante el Ti2, Ti3 

y Ti4. De igual forma, los métodos inhalatorios generaron cambios significativos en la 

expresión facial durante el Ti3, mientras que, durante el Ti2, los puntajes más altos de la 

RGS se registraron en G3, G5 y G6, sugiriendo que durante la aplicación de los métodos de 

eutanasia se observan alteraciones térmicas y motoras debido al distrés, nocicepción o 

dolor.  

A la fecha no existe algún estudio donde se emplee la IRT para evaluar diferentes métodos 

de eutanasia y su efecto sobre la respuesta térmica de roedores de laboratorio. En contraste, 

pocos estudios han sido publicados en donde la RGS ha sido evaluada durante la aplicación 

de un fármaco eutanásico. A pesar de la falta de evidencia científica, los estudios que 

abordan el mecanismo de acción del CO2 e isoflurano, así como su sobredosis para inducir 

eutanasia, han demostrado que ambas drogas desencadenan un estado de estrés 

fisiológico con las consecuentes alteraciones cardiovasculares y los cambios en la 

expresión facial (56–58). Aunque ambos métodos se consideran seguros, económicos y 

efectivos para inducir inconsciencia, los resultados obtenidos coinciden con hallazgos de 

otros autores, en donde los cambios endocrinos y de comportamiento observados en ratas 

y ratones durante la inhalación de CO2 e isoflurano sugieren que la respuesta térmica y de 

expresión facial podrían asociarse a estrés/distrés, nocicepción o dolor (59,60).  

En primera instancia, la inhalación de CO2, utilizada en ratas del grupo G2, induce 

hipercapnia, acidosis, supresión de los potenciales sinápticos (59,61,62) y activa ejes 

asociados al estrés (p. ej., el hipotálamo-hipófisis-adrenal y el simpático-adreno-medular) 

(Figura 14) (63). Esto fue corroborado por Borovsky et al. (64), quienes reportaron que la 

inhalación de CO2 aumenta la presión arterial (50-60 mmHg) y la concentración de 

norepinefrina (NE) hasta diez veces en ratas, en respuesta a la hipoxia. Asimismo, la 

exposición aguda de ratones a CO2, provocó el aumento de norepinefrina (NE) y de la 

hormona adrenocorticotrópica (ACTH) (63), mientras que otros estudios en ratones y ratas 
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han demostrado que la inhalación de CO2 aumenta los niveles de proteínas séricas totales 

y de biomarcadores asociados al estrés (p. ej., corticosterona) (65). Además de las 

alteraciones endocrinas, se han reportado comportamientos de ansiedad y angustia 

también en ratas expuestas a eutanasia con CO2 al 10% (66). La aversión de los roedores 

a las altas concentraciones de CO2 (más del 40% del volumen de la cámara de inducción) 

está asociada con la anhidrasa carbónica y la formación de ácido carbónico dentro de las 

superficies mucosas (ocular y nasal) cuando el CO2 interactúa con el agua, causando 

irritación y comportamientos de incomodidad, como acicalamiento excesivo y estornudos 

(22,67,68). En contraste, Hackbarth et al. (69) no encontraron conductas asociadas a 

angustia o alteraciones endocrinas (ACTH y corticosterona) en ratas bajo eutanasia con 

CO2.   

 

Figura 14. Mecanismo de acción del CO2 y la respuesta fisiológica asociada a su uso 

durante la eutanasia. La inhalación de CO2 genera la muerte por efecto de la hipercapnia, 

acidosis respiratoria y supresión de potenciales sinápticos. Sin embargo, su uso ocasiona 

otros efectos como un potencial estrés/distrés por el estado de apnea, y dolor por la 

activación de los ASIC en la mucosa nasal. Ambos eventos pueden activar los dos 

principales ejes asociados al estrés (HHA y SAM) y la consecuente respuesta fisiológica, 

endocrina, térmica y conductual. ACTH: hormona adrenocorticótropa; ASIC: receptores 
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sensibles al ácido; GABA: ácido gama aminobutírico; H2CO3: ácido carbónico; HHA: 

hipotálamo-hipófisis-adrenal; LCR: líquido cefalorraquídeo; NE: norepinefrina; PaCO2: 

presión parcial de CO2; SAM. Simpático-adreno-medular. 

  

Por otro lado, en cuanto a la inhalación de isoflurano, método empleado en ratas del G4, se 

reconoce que este agente es un anestésico volátil que causa depresión en los centros 

cardiorrespiratorios, generando hipoxemia y muerte (56,70) (Figura 15). Aunque el 

isoflurano se ha considerado como un método de refinamiento para el CO2 (23,60), su nivel 

de pungencia es moderado, en comparación con el del CO2 y otros anestésicos volátiles 

(71), lo que causa más respuestas de aversión en los roedores de laboratorio posiblemente 

debido a la irritación de las vías respiratorias y disnea (59,72). 

 

 

Figura 15. Mecanismo de acción del isoflurano y la respuesta fisiológica asociada a su uso 

durante la eutanasia. El isoflurano, por su mecanismo de acción, actúa sobre los receptores 

GABAAR de la membrana postsináptica. Estos generan la hiperpolarización de la 

membrana y, con ello, la supresión de potenciales sinápticos, lo cual afecta a los centros 

cardiorrespiratorios y a centros termorreguladores como lo es el hipotálamo. El grado de 
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pungencia moderado también es el responsable de activar el HHA y el SAM, generando la 

secreción de catecolaminas y glucocorticoides, alterando la respuesta térmica a nivel 

central y periférico. ACTH: hormona adrenocorticótropa; GABAAR: receptor de ácido gama 

aminobutírico A; HHA: hipotálamo-hipófisis-adrenal; NE: norepinefrina; POA: área preóptica 

del hipotálamo; SAM. Simpático-adreno-medular. 

 

Powell et al. (67) encontraron que el uso de isoflurano durante la eutanasia aumentó la 

ansiedad, puntuaciones de agitación y concentraciones de corticosterona en ratones, en 

contraste con animales expuestos a una tasa de flujo baja de CO2 (30%), la misma tasa 

empleada en la presente investigación. En este sentido, Boivin et al. (73) compararon la 

anestesia con isoflurano seguida de la administración de CO2 y barbitúricos como métodos 

de eutanasia en ratones. Los autores descubrieron que, según las concentraciones de 

ACTH, los barbitúricos fueron menos estresantes que los otros dos métodos. No obstante, 

las alteraciones cardiovasculares y las respuestas relacionadas con el dolor/estrés no 

difirieron en los tres métodos, lo que sugiere que el isoflurano no proporcionó beneficios por 

encima de la eutanasia con CO2. Por el contrario, Valentine et al. (74) señalaron que la 

combinación de isoflurano y CO2 causó más signos de angustia y estrés en ratones que el 

uso de CO2.  

En contraste con lo mencionado, el estudio de Makowska y Weary (60) mostró que el CO2 

y los agentes inhalatorios son aversivos para los roedores, pero la aversión es menor con 

el isoflurano. En otro estudio se encontró que altas concentraciones de CO2 aumentaron 

las concentraciones de adrenalina y noradrenalina, a diferencia de la eutanasia con 

isoflurano. Esto podría ser indicativo de una respuesta al estrés; sin embargo, debido a que 

no se registraron comportamientos relacionados al estrés (p. ej., acicalamiento o 

vocalizaciones audibles) en el grupo de CO2, éste no podría considerarse más estresante 

que el isoflurano (7). Zardooz et al. (75) hallaron que los niveles plasmáticos de 

corticosterona e insulina aumentaron en ratas expuestas al CO2, mientras que el isoflurano 

provocó la reacción contraria. Asimismo, el estudio de Hickman et al. (63) detectó 

incrementos en las concentraciones de ACTH, corticosterona y noradrenalina en ratas 

anestesiadas con isoflurano; no obstante, el aumento no fue tan significativo como con el 

CO2.  
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La presente investigación no evaluó parámetros conductuales ni endocrinos para asociar la 

respuesta térmica y de expresión facial murina a los diferentes métodos de eutanasia. Sin 

embargo, la literatura muestra que ambos métodos desencadenan respuestas relacionadas 

al estrés, cuyas consecuencias fisiológicas pueden estar asociadas con cambios en la 

temperatura superficial y en la expresión facial.  A continuación, se realizará la discusión de 

la IRT por ventana térmica, para posteriormente discutir los hallazgos en cuanto a la 

expresión facial. 

 

10.1. T°ocu  

En las ratas del presente estudio se observó un aumento significativo en la T°media de T°ocu 

de Ti2 a Ti3 y de Ti2 a Ti4 en G2 y G4, respectivamente. Este aumento en la temperatura 

superficial podría estar mediado por los cambios termorreguladores que el estrés por 

exposición a CO2 e isoflurano genera a nivel cerebral, alterando las neuronas 

termosensibles debido a la acidosis e hipoxia (76,77).  

Diversos estudios han mostrado que los niveles de epinefrina, NE, ACTH y corticosterona 

aumentan después de la exposición al CO2 y al isoflurano debido a que fungen como un 

potencial estresor (Figura 16) (7,78–80). Aunque el presente estudio no evaluó 

biomarcadores, su liberación modifica la respuesta vasomotora de la microvasculatura 

dérmica, induciendo vasodilatación en órganos clave (p. ej., el globo ocular) y una mayor 

cantidad de calor disipado, registrado como valores IRT más altos (40,81), como los 

observados en T°ocu del G2 y G4.    
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Figura 16. Estrés y modulación térmica. La percepción de eventos nocivos como el 

estrés/distrés, nocicepción o dolor, activa al hipotálamo, el centro termorregulador simpático 

del organismo. Una vez que estos eventos son detectados, una cascada de comunicación 

entre el MnPO, DMH, RPa y las IML generan vasodilatación o vasoconstricción dérmica. 

En el caso de la superficie ocular y auricular, la temperatura superficial incrementa debido 

a la vasodilatación periférica, mientras que el efecto contrario se observa en regiones como 

la cola y las extremidades, en donde existe una vasoconstricción para redirigir la sangre a 

órganos clave. Además de esta respuesta térmica, tejidos termógenicos como el BAT se 

activan por la liberación de NE por el eje SAM, generando calor y aumentando la cantidad 

de éste que se disipa al medio. A: arteria; β3-AR: receptor adrenérgico β3; DMH: hipotálamo 

dorsomedial; GABA: ácido gama aminobutírico; GLU: glutamato; IML: lámina 

intermediolateral; MnPO: área preóptica mediana; NE: norepinefrina; RPa: rafe rostral 

pálido; UCP1: proteína desacoplante 1; V: vena.  

La temperatura de la superficie ocular en animales se ha utilizado como ventana térmica 

para evaluar el estrés y el dolor agudo, registrándose un aumento en ambos casos (82,83). 

Actualmente, sólo hay dos estudios que combinan la IRT y el efecto del isoflurano como 

anestésico (84,85), pero no existe alguno que haya aplicado la IRT para evaluar al CO2 e 

isoflurano como eutanásicos. Gjendal et al. (85) determinaron que, a partir de tres tipos 
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diferentes de estímulos, la anestesia de ratones con isoflurano alteró significativamente la 

temperatura ocular. De manera similar, Vogel et al. (84) utilizaron anestesia con isoflurano 

y descubrieron que la temperatura ocular cambiaba según la concentración de isoflurano, 

reflejando de manera precisa la temperatura rectal en roedores. Sin embargo, no se 

estableció alguna asociación con el estrés.  

Por el contrario, si bien no hay evidencia publicada sobre la eutanasia y la IRT ocular, el 

aumento de la temperatura ocular se ha observado en roedores salvajes (Apodemus 

mystacinus) como un reflejo de la hipertermia inducida por estrés (SIH) durante la 

manipulación de los animales (86), durante una prueba de miedo condicionado en ratas 

(aumentando la temperatura ocular hasta 1.5°C) (87), y en ratones, donde SIH y 

comportamientos activos se correlacionaron positivamente (88). Además, en los conejillos 

de indias la temperatura ocular aumentó en relación con la interacción humana negativa 

(caricias) (89). De manera similar, Wongsaengchan et al. (90) utilizaron la temperatura 

ocular de ratones para evaluar la exposición aguda a un factor estresante (jaula pequeña, 

manipulación y cono de sujeción). Los autores encontraron aumentos significativos en la 

temperatura ocular izquierda de las hembras durante la sujeción, una respuesta que se 

acompañó con aumentos de corticosterona.  

Dichos resultados sugieren que los cambios vasomotores periféricos podrían estar 

relacionados a la respuesta de huida-lucha cuando los animales enfrentan un estresor. Los 

aumentos en T°ocu de Ti2 en todos los grupos experimentales sugieren que las ratas 

percibieron estrés independientemente del método de eutanasia –respuesta que también 

se vio reflejada en la expresión facial y será discutida posteriormente–. No obstante, debido 

a que se observaron únicamente cambios significativos en G2 y G4 desde la aplicación del 

método hasta LORR, esto podría sugerir que ambos métodos inhalatorios generaron una 

mayor respuesta al estrés. Finalmente, aunque ambos grupos mostraron aumentos 

significativos en el T°ocu al comparar entre eventos, de manera general, G2 y G4 mantuvieron 

temperaturas más bajas que el resto de los grupos, posiblemente debido a la propiedad 

vasodilatadora de ambos fármacos, lo cual facilita la pérdida de calor (61). Un resultado 

similar fue obtenido por Gjendal et al. (85), donde la anestesia con isoflurano en ratones 

redujo la T°max ocular debido a la hipotermia causada por los anestésicos generales.  
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10.2. T°ear 

De manera similar a T°ocu, la T°media de T°ear de Ti2 registró aumentos significativos en 

ambos G2 y G4. Este patrón de temperatura era esperado debido a que la temperatura del 

canal auditivo externo está asociada con la arteria carótida y la temperatura hipotalámica, 

la estructura principal involucrada en las adaptaciones termorreguladoras centrales y 

periféricas (91). 

En animales, la temperatura auricular se ha asociado a estrés por la administración de 

fármacos IP y técnicas de sujeción en el estudio de Wokke (92), así como durante el manejo 

de conejos (93). En ratas, aumentos entre 0.8 y 1.5 °C se han observado durante eventos 

de miedo condicionado (87). En el presente estudio, todos los grupos experimentales 

mostraron un aumento de la T°mean de la T°ear. Sin embargo, sólo el CO2 e isoflurano 

provocaron aumentos significativos. Esta respuesta podría estar asociada a lo que 

menciona Hutu et al. (94), quienes concluyeron que la temperatura superficial del oído está 

correlacionada con la temperatura central (alrededor de 37.1 ± 0.2°C). Considerando que 

el uso de CO2 y eutanasia/anestesia con isoflurano podrían causar SIH, el aumento en T°ear 

podría ser el reflejo de SIH en G2 y G4, como una respuesta vasodilatadora compensatoria 

del organismo para disipar calor.     

A diferencia de los hallazgos reportados en el presente estudio, otros autores no han 

encontrado cambios o disminuciones significativas en la temperatura del oído de ratones y 

ratas. Esto podría deberse a la falta de anastomosis arteriovenosas presente en otras 

especies como los conejos (95). Además, se podrían derivar resultados contradictorios 

debido a la delimitación de la ventana térmica utilizada por otros autores (p. ej., canal 

auditivo externo o pabellón auricular).  

 

10.3. T°dor 

En todos los grupos experimentales se registró un aumento esperado en la T°media de T°dor 

después de la administración del método de eutanasia. En particular, se reportaron 

diferencias significativas en G2 y G4, probablemente debido al estrés agudo inducido por el 

CO2 y los anestésicos halogenados. En la región anatómica donde se evaluó la T°dor se 

pueden encontrar grandes cantidades de tejido adiposo pardo (BAT) (96). Este tejido 
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termogénico responde a la liberación de NE. Borovsky et al. (64) y Hickman (63) reportaron 

aumentos de NE después de la exposición de ratas y ratones al CO2 y al isoflurano.  

Debido a estos elementos, en la presente investigación se utilizó la región interescapular 

para determinar el efecto de los diferentes métodos de eutanasia, encontrando que G2 y G4 

tuvieron aumentos significativos en la actividad del BAT. De manera similar, un estudio de 

Blenkuš (97) registró temperaturas superficiales dorsales más altas en ratones expuestos 

a factores estresantes (manipulación diaria) y pruebas de comportamiento (interacción 

voluntaria y laberinto elevado). Miyazono et al. (98) encontraron que la temperatura de la 

superficie corporal (evaluada en la región dorsal de ratones) aumentó después de estrés 

agudo (p. ej., olor de depredador), mientras que la SIH también está relacionada con la 

termogénesis a través del BAT en ratas y humanos después de estrés excesivo (99). La 

percepción del dolor en modelos murinos de lesión espinal también ha mostrado aumentos 

en la temperatura interescapular, un efecto que puede disminuir con la administración de 

fármacos analgésicos (27), y el cual también puede tener asociación son el puntaje de la 

RGS observada en el Ti2 y Ti3 de todos los grupos experimentales.  

Por lo tanto, los hallazgos sugieren que la hipertermia local detectada en la T°dor de los 

sujetos G2 y G4 podría traducirse a una respuesta frente a un estímulo negativo.   

 

10.4. T°tai  

Al contrario de las otras ventanas térmicas, se observó una reducción progresiva de T°tai en 

T°prox, T°medial y T°distal, independientemente del grupo experimental. Esto podría relacionarse 

con el efecto vasoconstrictor que las catecolaminas –biomarcador de estrés– ejercen sobre 

la microcirculación de regiones periféricas como la cola y las patas, y la posterior reducción 

del calor irradiado detectado por la IRT (40,100). 

En diferentes estudios la temperatura superficial de la cola ha sido utilizada para evaluar el 

estrés y las respuestas emocionales negativas de roedores de laboratorio, registrando 

disminuciones luego de la exposición al estresor, como se encontró en la presente 

investigación. Se ha mostrado que la exposición a factores estresantes como el manejo y 

la sujeción reduce la temperatura de la cola en ratas (101). Asimismo, ratas bajo miedo 

condicionado presentaron una disminución gradual en la temperatura de la superficie de la 

cola de hasta 5.3°C (87), mientras que la temperatura en la cola también disminuyó en 
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ratones durante una prueba de laberinto elevado como resultado del estrés y ansiedad 

(102). Por otro lado, Blenkuš et al. (97) informaron disminuciones en la temperatura de la 

cola después de 30 a 60 segundos de exposición a un factor estresante (manipulación diaria, 

prueba de interacción voluntaria y prueba de laberinto elevado). Además, Weitkamp (101) 

ha mencionado que T°tai no sólo sirve para identificar factores estresantes agudos sino que 

también refleja la intensidad de los mismos. Esto es relevante y consistente con los 

presentes resultados porque, aunque todos los métodos de eutanasia resultaron en 

cambios térmicos asociados al estrés, solo los agentes inhalatorios causaron efectos 

significativos en T°tai y todas las ventanas térmicas.  

Un hallazgo por resaltar es que mientras se observó una reducción progresiva de T°tai en 

todos los métodos de eutanasia (lo que sugiere que la eutanasia provoca cambios 

relacionados con el estrés, independientemente del método), en G2 y G4 se observaron 

disminuciones significativas con las temperaturas más bajas de T°tai, en comparación con 

los otros grupos. Esto podría deberse a las potentes propiedades vasodilatadoras del CO2 

e isoflurano (61,103), desencadenando un cambio circulatorio para restringir la circulación 

periférica –T°tai– y redirigir el flujo sanguíneo a sitios centrales –T°ocu, T°ear y T°dor–.  

 

10.5. RGS  

De manera similar a los cambios significativos que se registraron en las ventanas térmicas, 

los resultados de la RGS muestran que todos los métodos de eutanasia registraron 

aumentos en el puntaje de Basal/Ti1 a Ti2 y Ti3. De manera particular, durante el Ti2 los 

métodos inyectables obtuvieron los mayores puntajes, mientras que, durante el Ti3, G2 y G4 

tuvieron puntajes elevados, difiriendo de manera significativa con los agentes inyectables y 

físicos. El aumento en los puntajes de la RGS tiene relación con los resultados de la IRT 

debido a que el aumento de la temperatura de T°ocu, T°ear, T°dor y la disminución de T°tai, así 

como el aumento en los puntajes de la RGS en todos los grupos experimentales, sugiere 

que todos los métodos de eutanasia generan estrés y dolor. No obstante, esta respuesta y 

el nivel de dolor presente puede depender del método, el fármaco y el tiempo de evaluación.      

En cuanto a la expresión facial y su asociación con el potencial dolor que las ratas pueden 

percibir durante la eutanasia, los movimientos de las cuatro FAU utilizadas en el RGS están 

controlados por el nervio facial que inerva los músculos faciales y miméticos superficiales. 
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Los músculos asociados con la expresión facial son el levator auris longus cranial, levator 

auris longus caudal, frontalis, orbicularis oculi, levator nasolabialis incluyendo el levator labii 

superioris y el dilator naris, los cuales están relacionados con el movimiento de los ojos, 

vibrisas, orejas y nariz (104,105) (Figura 17).  

 

Figura 17. Aspectos anatómicos de la expresión facial en ratas y su asociación con las 

unidades de acción facial. Se esquematiza el grupo de músculos miméticos que generan 

cambios en cada una de las unidades de acción facial empleadas en ratas. i: frontalis; ii: 

orbicularis occuli; iii: levator auris longus cranial; iv: levator auris longus caudal; v: levator 

labii superioris alaeque; vi: dilator naris; vii: levator nasolabialis; viii: platisma.   

 

La relajación o contracción de dichos músculos, cuando los animales perciben dolor, se 

desencadena por la proyección de neuronas de tercer orden (del tálamo) hacia la corteza 
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somatosensorial, amígdala, hipotálamo y corteza motora (106). Desde el lado ventrolateral 

de la corteza frontal, las neuronas motoras inervan directamente los músculos miméticos 

superiores e inferiores (107). Debido a esta conexión, como se observa en los humanos, el 

dolor puede provocar cambios en la expresión facial de especies como los roedores de 

laboratorio (Figura 18) (108). Por ello es que el estudio de la expresión facial a través de la 

RGS ha permitido evaluar prácticas de rutina, técnicas de manejo, procedimientos 

quirúrgicos y protocolos analgésicos en ratas (35,109,110).  

 

Figura 18. Arco nociceptivo y el control de la expresión facial durante la aplicación de 

métodos de eutanasia. La administración IP, guillotina y los métodos inhalatorios de 

eutanasia pueden generar un potencial dolor que activa el arco nociceptivo hasta llegar a 

centros supra espinales como el tálamo. En esta estructura, las proyecciones hacia la 

corteza somatosensorial generan el reconocimiento del dolor. Sin embargo, el tálamo 

también se comunica con la amígdala, una estructura que brinda el componente emocional 

del dolor y que también se encarga de activar neuronas en la corteza motora. A partir de 

esta corteza y a través del núcleo facial, los músculos miméticos son inervados por el par 

craneal VII, generando los movimientos o alteraciones en las cuatro FAU empleadas en la 

RGS. DRG: ganglio dorsal de la médula espinal; I: cambio de orejas; II: estrechamiento 

ocular; III: aplanamiento de nariz/mejillas; IV: cambio de vibrisas.  
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Considerando que todos los tratamientos aumentaron el puntaje de la RGS de Basal/Ti1 a 

Ti2 y Ti3, algunos estudios han reportado el puntaje de la RGS relacionado con el efecto del 

método de eutanasia. Por ejemplo, Reimer et al. (48) compararon grupos de pentobarbital, 

solución salina y vehículo control en ratas Sprague Dawley y Wistar para determinar el nivel 

de dolor en ambas cepas. Se encontró que las puntuaciones de RGS estuvieron por encima 

de 0.67 sólo en los grupos de solución salina y vehículo, teniendo también una mayor 

frecuencia de contorsiones y arqueamiento de la espalda. De manera similar, Khoo et al. 

(109) investigaron la influencia que tuvo la eutanasia con pentobarbital sódico sobre la RGS 

y las respuestas conductuales como las contorsiones abdominales y las vocalizaciones 

ultrasónicas. Los autores encontraron que una combinación con anestésicos locales 

(lidocaína) redujo la frecuencia de las contorsiones, pero no influyó en la RGS, donde se 

registraron valores bajos entre 0.44 ± 0.14 y 0.37 ± 0.11. Las puntuaciones obtenidas por 

Khoo et al. (109) fueron superiores a las encontradas en el presente estudio (0.1 ± 0.07 en 

Ti2 y 0.2 ± 0.14 en Ti3); sin embargo, ambos hallazgos sugieren que la administración IP de 

pentobarbital podría causar nocicepción, como lo informaron Svendsen et al. (111) en ratas, 

en las que un aumento de expresión de c-fos en neuronas de la médula espinal está 

relacionado con la nocicepción.   

Como lo mencionan Laferriere y Pang (3), aunque el pentobarbital es un método de 

eutanasia recomendado por encima de los agentes inhalatorios (p. ej., CO2 e isoflurano), 

los barbitúricos se caracterizan por ser soluciones básicas solubles para su administración 

IP, transformando el pentobarbital en una sustancia altamente alcalina (pH entre 11 y 12). 

Por lo tanto, la inyección IP podría causar dolor e irritación de la cavidad peritoneal y las 

vísceras debido a que el pH tisular alrededor de 4.5 a 8.0 se considera como no irritante 

(15,112). Una de las respuestas que se ha relacionado a la irritación tisular es la 

observación de comportamiento como retorcerse, vocalizar, aumentar la locomoción o 

estremecerse después de la administración IP de pentobarbital (3), los cuales se presentan 

con una incidencia de 36 % y 46 % con dosis bajas (200 mg/kg) y altas (800 mg/kg), 

respectivamente. Sin embargo, otros autores no refieren cambios en ratones que recibieron 

pentobarbital IP, lo cual implica que los barbitúricos pueden causar inflamación peritoneal 

pero la acción rápida del método de eutanasia no provoca signos de dolor (16). Asimismo, 

Boivin et al. (73) determinaron que, de acuerdo a las concentraciones de ACTH, la 
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administración IP de pentobarbital-fenitoína genera menos estrés en ratones que los 

agentes inhalantes (CO2 y anestesia con isoflurano seguida de inhalación de CO2). Estos 

resultados son similares a los obtenidos en la presente investigación, donde las ratas del 

G1 tuvieron las puntuaciones más bajas en la RGS durante y después de la administración 

de pentobarbital.   

En contraste al G1, durante Ti2, animales del G5, obtuvieron una de las puntuaciones más 

altas con 0.6 ± 0.16. Estos hallazgos podrían deberse al dolor de la inyección IP y a las 

propiedades químicas de la ketamina. Se sabe que la ketamina tiene un pH bajo (3.5 a 4.1) 

para facilitar la solubilización (113). Sin embargo, después de la administración parenteral, 

la ketamina se ha asociado con irritación tisular, dolor y daño muscular en el lugar de la 

inyección (114). En este sentido, la anestesia IP repetida con ketamina + xilacina en ratones 

aumentó la puntuación de la Mouse Grimace Scale (aproximadamente entre 0.60 y 1.20) y 

provocó comportamientos similares a la ansiedad (115), mientras que la anestesia con la 

misma combinación provocó un daño muscular y tisular más severo, así como necrosis en 

ratas Wistar Han, en comparación con animales que recibieron ketamina + 

dexmedetomidina (116).  

Aunque los cambios histopatológicos no se evaluaron en el presente estudio, las altas 

puntuaciones observadas en Ti2 en ambos grupos que recibieron ketamina IP (G5 y G6) 

podrían estar asociadas con las propiedades de la ketamina. Además, Schoell et al. (117) 

compararon la misma combinación eutanásica utilizando dos vías de administración: 

retroorbitaria e intravenosa, encontrando que la administración retroorbitaria fue el método 

de eutanasia más eficiente, al compararlo con el CO2 y el pentobarbital, reduciendo el 

tiempo hasta la muerte a 5 s, técnica que también permitió la recolección de muestras post 

mortem sin afectar el tejido pulmonar.  

Durante Ti2, el otro tratamiento que registró mayores puntuaciones de RGS fue la 

decapitación (0.6 ± 026). La decapitación es un método muy controversial, no sólo porque 

puede resultar estéticamente desagradable, sino por el potencial dolor que los animales 

podrían percibir antes de llegar a inconsciencia (17,118). La decapitación de pequeños 

roedores es un método aceptable debido a que varios autores han informado de un breve 

período de conciencia después del desprendimiento de la cabeza de la médula espinal 

(entre 3 y 15 s) (20). Mediante electroencefalografía (EEG), Gagea-Iurascu y Craig (18) y 

Mikesha y Klemm (119) mencionan que la actividad cerebral está presente entre 2.7 a 40 s 
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después de la decapitación, mientras que Cartner et al. (120) reportaron una disminución 

en la función cortical y los potenciales evocados visuales de ratones en 15 a 20 s y 10 a 15 

s, respectivamente. Estos resultados muestran que la decapitación conduce a una rápida 

disfunción de la actividad cerebral. Además, la pérdida inmediata del flujo sanguíneo al 

cerebro acelera la hipoxia, anoxia y la posterior muerte (121). Sin embargo, otros estudios 

han asociado la decapitación con la nocicepción debido a EEG de bajo voltaje y actividad 

rápida –un signo de percepción consciente del dolor– (19). Asimismo, se ha informado de 

un aumento en la frecuencia mediana (F50) y la frecuencia del borde espectral (F95) dentro 

de los primeros 15 s después de la decapitación (21), un cambio en el EEG que indica 

nocicepción en ratas (122).  

La posible presencia de nocicepción a corto plazo, conciencia del dolor y la alta puntuación 

obtenida en la presente investigación necesitaría estudios adicionales que combinen 

evaluaciones conductuales, endocrinas, fisiológicas y EEG. Sin embargo, una posible 

explicación de por qué podría estar presente el dolor podría deberse a la activación de 

nociceptores periféricos ubicados en la piel y los músculos de la región cervical de los 

roedores. Aunque la pérdida de conciencia es rápida después de la decapitación, antes del 

desprendimiento de la cabeza, el daño tisular de dichas estructuras desencadenaría la vía 

nociceptiva (p. ej., transducción, transmisión, modulación, proyección y percepción) 

culminando en la percepción del dolor durante unos segundos antes del cese de la 

señalización nerviosa (24,41,105). No obstante, algunos autores mencionan que la 

decapitación produce una desconexión anatómica entre el mesencéfalo y los centros 

cardiorrespiratorios –llevando a la muerte–, por ello, la señalización eléctrica presente tras 

la decapitación no puede atribuirse únicamente a la nocicepción/dolor ya que la misma 

actividad EEG se ha encontrado en animales anestesiados sanos o durante el sueño REM 

(20,49). Por lo tanto, si bien los animales podrían no ser capaces de percibir el dolor dentro 

de los 3 segundos posteriores a la decapitación, lo que lo convierte en un método de 

eutanasia compasivo, podría haber un debate sobre el grado de dolor a corto plazo que los 

roedores de laboratorio podrían sentir debido al daño tisular antes de llegar a la muerte, 

requiriendo futuros estudios integrales sobre este tema.   

En cuanto a los métodos de inhalación (G2 y G4), durante el Ti3, se observó que ambos 

grupos fueron los únicos que mostraron diferencias significativas, guardando similitud con 

los cambios encontrados en la IRT. En Ti2, ambos métodos obtuvieron una puntuación de 
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0.2 y 0.3, respectivamente, siendo inferior a G3, G5 y G6. Por el contrario, en Ti3, las 

puntuaciones de la RGS más altas se encontraron en G2 (0.9 ± 0.18) y G4 (1.2 ± 0.20). En 

este sentido, respecto al CO2, no existen estudios donde se haya utilizado la RGS durante 

la eutanasia o anestesia de ratas; sin embargo, algunos estudios en roedores han 

encontrado que los animales realizan conductas de defensa activa y pasiva cuando se 

exponen al CO2 y que están presentes respuestas fisiológicas como bradicardia y aumento 

de corticosterona (123).  

De manera similar a los resultados referentes a la IRT, las alteraciones observadas en las 

ratas del G2 pueden deberse a la aversión y dolor asociado con este gas (123). La 

sugerencia de que la exposición al CO2 provoca dolor en roedores se ha trasladado de 

estudios en humanos, en quienes concentraciones entre 50% y 100% se consideraban muy 

desagradables y dolorosas (118,124). Asimismo, la formación del ácido carbónico se 

relaciona a irritación de las mucosas (22,68), en donde Leach et al. (62) mencionan que los 

roedores expuestos al CO2 aumentan el acicalamiento inducido por estrés como un 

indicador potencial de irritación, particularmente con altas concentraciones y cámaras 

precargadas, mientras que Golledge et al. (125) mencionan que el CO2 al 100% induce la 

pérdida de actividad cortical cerebral en 39 s; no obstante, esto podría estar asociado con 

el dolor. Además, la inhalación de CO2 disminuye el pH (< 7,2), lo que produce acidosis 

tisular y activación de nociceptores como el ASIC (22), o neuronas nociceptivas polimodales 

–también conocidas como neuronas nociceptivas de amplio rango dinámico– con 

concentraciones de CO2 de hasta el 40% (126,127). Dichos estudios permiten comprender 

las alteraciones que el efecto del estrés por la exposición al CO2 y el potencial dolor que 

este genera en las ratas altera la respuesta térmica de los animales y su expresión facial, 

como se observó en el presente estudio. 

Por otro lado, la eutanasia con isoflurano aumentó significativamente la puntuación de la 

RGS a 1.2 ± 0.20 durante Ti3, registrando la puntuación más alta en todos los grupos 

experimentales durante todos los tiempos de evaluación. No existen estudios que evalúen 

el isoflurano y la RGS durante la eutanasia; no obstante, los presentes hallazgos con 

respecto al isoflurano concuerdan con los estudios de Miller et al. (57,58) en ratas y ratones, 

donde los autores informaron la influencia del anestésico en la RGS. Los autores 

encontraron que el isoflurano aumentó las puntuaciones de RGS después de 12 minutos 

de anestesia (57), mientras que en ratones DBA/2, las puntuaciones de MGS aumentaron 
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en los animales que recibieron el fármaco halogenado (58), resultados que podrían estar 

asociados con el efecto residual del isoflurano y sus propiedades farmacológicas. Del 

mismo modo, la exposición única y repetida a anestesia con isoflurano en ratones hembra 

dio lugar a puntuaciones de RGS más altas en los primeros 30 minutos después de la 

anestesia (aproximadamente 0.8 y 1.2) y redujo el comportamiento de excavación y la 

ingesta de alimentos (128). En contraste, Wong et al. (129) determinaron que el CO2 es 

más aversivo que el isoflurano, y que la sedación con isoflurano antes de la eutanasia con 

CO2 es un refinamiento. 

Teniendo en cuenta la literatura disponible sobre la anestesia con isoflurano y la aplicación 

de la RGS, se necesitan estudios adicionales para determinar si, durante la eutanasia, la 

alta puntuación de RGS encontrada en ratas G4 podría estar completamente asociada con 

el dolor y estrés –como lo sugieren los resultados de la IRT– o podría ser un efecto 

farmacológico del isoflurano. En este sentido, así como el isoflurano es un potente agente 

vasodilatador que influye en la respuesta térmica periférica de las ratas (p. ej., disminuye la 

T°tail por la vasoconstricción compensatoria del organismo), este anestésico también inhibe 

los receptores de acetilcolina, provocando una relajación muscular dosis-dependiente tanto 

del músculo esquelético como del liso (71). Esta propiedad podría influir en la inervación de 

los músculos miméticos utilizados para evaluar la expresión facial en roedores, como se 

presenta en esta investigación. Por ejemplo, los músculos oculares como el orbicularis oculi 

y el levator palpebrae superioris son estructuras que controlan la apertura/cierre de los 

párpados a través de la inervación del nervio facial y oculomotor (130,131). Dado que la 

funcionalidad muscular es necesaria para mantener los ojos abiertos, las propiedades 

miorrelajantes del isoflurano podrían influir en las FAU evaluadas durante el período 

inmediato posterior al isoflurano. De hecho, algunos autores como Klune et al. (132) y Leung 

et al. (35) mencionan un periodo de 30 min post laparotomía o 1 hora después de la 

anestesia quirúrgica con isoflurano para evaluar la RGS sin efectos residuales del isoflurano.  

Los hallazgos sobre ambos agentes inhalatorios también se pueden observar en las 

correlaciones obtenidas en el presente estudio y los posibles efectos nocivos y 

farmacológicos del CO2 y el isoflurano. Para todas las FAU, G2 y G4 tuvieron una correlación 

moderada y positiva, lo que significa que la activación de los nociceptores y el nivel de 

pungencia antes mencionados podrían influir en las puntuaciones de RGS. Asimismo, la 

correlación moderada negativa encontrada entre G4 y G5 podría explicar el efecto que puede 
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tener el fármaco en la respuesta facial de los animales. En este caso, los animales G4 se 

diferenciaron del tratamiento G5 posiblemente debido a la catalepsia inducida por la 

ketamina (133). 

Por consiguiente, los resultados obtenidos en cuanto a la IRT y la RGS sugieren que los 

métodos de eutanasia inhalatorios (CO2 e isoflurano) no sólo pueden generan un estrés y 

distrés marcado, sino que también podrían activar vías nociceptivas que culminen en la 

percepción del dolor.  

 

10.6. Tiempo de muerte y hallazgos adicionales  

En cuanto al tiempo de muerte, tiempo de LORR, cese de la frecuencia respiratoria y 

frecuencia cardiaca, los tiempos obtenidos en los seis grupos experimentales están dentro 

de los tiempos previamente descritos en estudios con pentobarbital (134), CO2 (135), 

decapitación (136), isoflurano (7), y ketamina + xilacina (49).   

Por último, cabe señalar el patrón distintivo y la diferencia pronunciada entre G4 y el resto 

de los grupos experimentales, tanto a nivel térmico como de expresión facial. En primera 

instancia, T°ocu, T°ear, T°dor y T°tai de ratas en el G4 mostró un aumento progresivo en la 

temperatura superficial desde Ti2 hasta la muerte de los animales, además de registrar las 

temperaturas más bajas de Ti2 a Ti4, en comparación con los otros cinco grupos. En 

contraste, los animales de los otros grupos –incluido el G2– presentaron un aumento de 

temperatura de Ti2 a Ti3 y una posterior disminución en todas las ventanas térmicas. 

Asimismo, los puntajes más altos en la RGS fueron registrados en el Ti3 del G4. En conjunto, 

esto sugiere que el estrés anestésico (p. ej., cambios bioquímicos y funcionales en 

respuesta a la pérdida de homeostasis por el fármaco), el potencial dolor percibido, y la 

respuesta fisiológica desencadenada por el isoflurano es más marcada que otros métodos 

de eutanasia inhalados, inyectables y físicos. Los resultados actuales coinciden con lo que 

otros autores han cuestionado con respecto al uso del isoflurano como método de 

refinamiento de CO2 (59,72), ya que se deben tomar precauciones al decidir usar isoflurano 

como único método para generar la muerte de los animales con un mínimo dolor o 

incomodidad, considerando los efectos residuales del fármaco si se pretende evaluar la 

expresión facial o cambios conductuales. 
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10.7. Limitantes del presente estudio 

La principal limitante del presente estudio –y un campo de investigación complementaria a 

la IRT y a la RGS para evaluar métodos de eutanasia– es la falta de monitorización 

mediante marcadores fisiológicos como NE, ACTH, corticosterona, glucosa y otros 

parámetros (p. ej., temperatura rectal) que se asocian al estrés y dolor. En este sentido, el 

dolor tiene una naturaleza multidimensional con componentes sensoriales/discriminativos, 

afectivos/motivacionales y cognitivos (137). Debido a ello, su evaluación y reconocimiento 

en animales requiere el estudio exhaustivo de varios parámetros que puedan ayudar a 

evaluar las diferentes dimensiones del dolor. Por ejemplo, emplear otras escalas de 

comportamiento (p. ej., escala conductual compuesta, vocalizaciones ultrasónicas) o 

tecnologías (p. ej., EEG o técnicas electrofisiológicas para medir la actividad de los 

nociceptores) (56,63). Además, los análisis histológicos también podrían ayudar a identificar 

los posibles cambios tisulares asociados a una respuesta inflamatoria a diferentes fármacos, 

aportando información adicional según el método de la eutanasia.  

En el presente estudio, la novedosa concepción de la cámara de inducción de anestesia 

diseñada para permitir lecturas termográficas durante la eutanasia por inhalación es una 

herramienta valiosa que podría servir para realizar investigaciones futuras en torno a los 

fármacos de eutanasia, en combinación con otros parámetros fisiológicos, endocrinos y de 

comportamiento, para contribuir al refinamiento de la investigación con animales.   
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11. CONCLUSIONES 

 

Con base en los resultados obtenidos tanto de la IRT como la RGS, se puede concluir que 

el CO2 y el isoflurano provocan aversión y respuestas mediadas por el estrés y, 

potencialmente, por dolor durante la eutanasia en ratas.  

Un método de eutanasia debe ser aquel que cause la muerte con mínimo dolor e 

incomodidad. Los hallazgos del presente estudio sugieren que las ratas Wistar pueden 

percibir dolor a corto plazo durante la aplicación de métodos inyectables (pentobarbital, 

ketamina + xilacina) y físicos (decapitación) debido a las puntuaciones en la RGS. En 

contraste, después de la administración de agentes inhalantes se observan marcadas 

alteraciones tanto a nivel térmico como en expresión facial, particularmente con el isoflurano.  

De acuerdo con la IRT, la exposición al isoflurano podría ser un método de eutanasia que 

cause potencial distrés y dolor por la activación de nociceptores periféricos, pungencia o 

irritación de las mucosas –variables que no fueron evaluadas en la presente investigación–. 

Estos efectos deben tenerse en cuenta al decidir utilizar este fármaco como parte de un 

protocolo de eutanasia. Asimismo, es necesario considerar el efecto farmacológico del 

isoflurano y otros anestésicos con propiedades miorrelajantes para interpretar 

objetivamente los cambios en la expresión facial de ratas.  

Técnicas de refinamiento como la combinación de ketamina + CO2 demostraron disminuir 

las alteraciones térmicas y los puntajes obtenidos en la RGS observadas con el uso 

exclusivo de CO2, pero se requieren investigaciones adicionales para realizar una 

evaluación integral de esta alternativa.  

Por tanto, la IRT y la RGS se sugieren como herramientas no invasivas para evaluar y 

reconsiderar algunos de los métodos de eutanasia. Sin embargo, como el dolor y distrés 

son eventos multidimensionales, la evaluación conductual, endocrina, fisiológica y 

electrofisiológica debe emplearse en conjunto con ambas técnicas con el fin de establecer 

los cambios negativos y el nivel de dolor que los procedimientos actuales de eutanasia 

evocan en modelos animales de investigación. 
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12. APLICACIONES PRÁCTICAS 

 

Los hallazgos de la presente investigación en cuanto al efecto que los métodos de eutanasia 

generan en ratas Wistar pueden ser aplicados en bioterios y laboratorios a nivel nacional e 

internacional con el fin de disminuir el distrés, nocicepción y dolor durante el periodo de 

eutanasia. 

Actualmente, el refinamiento de los procedimientos a los que son expuestos los animales 

empleados en la investigación requiere que prácticas rutinarias sean evaluadas y, a partir 

de los resultados, se propongan alternativas. Por ejemplo, los resultados de la IRT y la RGS 

mostraron que el isoflurano no se puede recomendar como método de refinamiento para la 

inhalación de CO2. Asimismo, la combinación de ketamina + CO2 mostró disminuir los 

puntajes de la RGS y minimizar las alteraciones térmicas de los animales que recibieron 

únicamente CO2, pudiendo sugerirse como una alternativa. Estas observaciones podrían 

ser aplicadas en otros bioterios para mejorar la calidad de muerte de los roedores de 

laboratorio, considerando siempre el objetivo del protocolo experimental y el efecto que el 

método de eutanasia tendrá sobre los parámetros que se requieran evaluar. 

Debido a que este es el primer trabajo que emplea la IRT como un método no invasivo para 

evaluar la respuesta térmica asociada a cambios vasomotores debido a la activación 

simpática, la IRT podría implementarse como una herramienta complementaria para 

evaluar el estrés/distrés en otras condiciones (p. ej., estrés por calor). Asimismo, la 

evaluación del dolor e incluso la detección de enfermedades pueden ser otros campos en 

los que se podrían aplicar las imágenes térmicas junto con la RGS, biomarcadores y otras 

tecnologías destinadas a mejorar el bienestar de los animales de laboratorio [24,29–31,73]. 
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13. PERSPECTIVAS 

 

El refinamiento de todas las prácticas empleadas en roedores de laboratorio, incluyendo la 

eutanasia, requiere reconocer que el distrés, nocicepción y dolor pueden estar presentes 

durante el proceso. En el presente estudio, la combinación de ketamina + CO2 del G6 

disminuyó las alteraciones observadas con el uso del CO2 solo (G2), tanto a nivel térmico 

como en la expresión facial, lo cual puede ser considerado para investigaciones futuras. 

Una razón por la cual la adición de ketamina sugiere que es una ventaja puede deberse a 

las propiedades sedantes de la ketamina antes de la exposición al CO2, que antagoniza los 

receptores NMDA, modula la actividad neuronal y reduce la sensación de malestar con el 

CO2, previeniendo la sensibilización central (138,139). Esto podría disminuir las respuestas 

fisiológicas ocasionadas por hipoxia, acidosis y cambios relacionados con el estrés (15,22). 

De igual forma, el mecanismo de acción de la ketamina previene la señalización neuronal 

desde las neuronas de segundo orden a las estructuras supraespinales, disminuyendo la 

actividad talamocortical, límbica y reticular (regiones necesarias para el reconocimiento 

consciente del dolor) (140,141). 

Adicionalmente, los resultados obtenidos sugieren que la aplicación del método de 

eutanasia podría estar asociado a dolor transitorio debido al daño tisular y posible activación 

de los nociceptores periféricos al utilizar métodos físicos e inyectables. Algunos autores han 

propuesto la administración oral de premedicación antes del método de eutanasia para 

refinar la técnica. Por ejemplo, Rodríguez-Sánchez et al. (142) recomendaron el uso oral 

de tiletamina + zolazepam antes de la eutanasia para inducir sedación y disminuir la 

aversión. No obstante, Dudley y Boivin (143) encontraron en ratones que una solución de 

pentobarbital ingerida por vía oral en masa para galletas no indujo LORR, pérdida del 

conocimiento o muerte. De ahí que, evaluando a través del RGS y otros marcadores 

relacionados con el dolor, la aplicación de estrategias novedosas con los métodos de 

eutanasia actuales podría ayudar a realizar una evaluación completa y objetiva. No obstante, 

hay que reconocer el efecto que los anestésicos (p. ej., pentobarbital e isoflurano) podrían 

tener sobre la expresión facial y el control de los músculos miméticos, lo que podría limitar 

la evaluación conductual de los fármacos durante la eutanasia (48,57).  
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Otro elemento que debe considerarse en futuras investigaciones es el peso de los roedores 

cuando se utiliza la IRT debido a que la respuesta térmica puede diferir según las reservas 

de energía y actividad metabólica (p. ej., la obesidad en los mamíferos se asocia con 

mayores depósitos de tejido adiposo) (144). Además, los estudios han demostrado que 

rasgos externos como el color del pelaje o el tipo de pelaje pueden afectar la cantidad de 

calor irradiado (145). En el presente estudio se utilizaron únicamente ratas Wistar de manto 

blanco; sin embargo, cuando se utiliza IRT en otras cepas o especies, es necesario abordar 

estos rasgos para interpretar objetivamente las imágenes térmicas. 

Respecto a las diferentes cepas de ratas y roedores que actualmente se emplean en la 

ciencia, en el presente estudio sólo se emplearon ratas Wistar. No obstante, algunos 

estudios han mostrado diferencias en las respuestas conductuales asociadas con el dolor 

entre diferentes cepas de ratas (p. ej., Sprague Dawley y Wistar) (48). Winter et al. (146) 

encontraron diferencias significativas entre ratas Sprague Dawley, Wistar, Long Evans y 

Wistar-Kyoto expuestas al CO2. El comportamiento de “freezing” o permanecer inmóvil 

frente a un estresor fue más frecuente en las ratas Long Evans y Wistar/Kyoto, mientras 

que las respuestas conductuales como la crianza y el aseo también dependieron de la cepa, 

así como el grado de expresión de neuronas serotoninérgicas, noradrenérgicas y 

dopaminérgicas. Así, estos resultados muestran que la evaluación del dolor y distrés 

requiere considerar la cepa y las posibles implicaciones al seleccionar el método de 

eutanasia, no sólo desde una perspectiva fisiológica y endocrina sino como parte de una 

evaluación integral. 
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