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SUMMARY

The Elevated Plus Maze Test (EPM) is been commonly used for anxiety and
problems related to them since de firsts experiments in 1984 on the agonist and
antagonist alpha-adrenoreceptor effects in mice - exploring fear in the exploratory
model - of induced behavior. Anxiolytics such as diazepam, amylobarbital increase,
putative ACTH anxiolytics and decrease in picrotoxin were used(Handley &
Mithani, 1984) The EPM let us know how the mice behave in diffetent conditions or
situations overall in farmacology subjets. We desined, build and tested the EPM
device with 6 mice in the Brain Plasticity and Integrative Neuroscience Lab to rely
the technique and fiability of the device at the University of Guanajuato, analizing
with Ethovision program 4 trials with four diferents mice proving the fiability and
factibility of the EPM device.



ANTECEDENTES

El modelo de prueba del Elevater Plus Maze Test ( EPM) laberinto elevado en
cruz, es una prueba ampliamente utilizada en varios experimentos relacionados
con la ansiedad para revisar su comportamiento (Horii et al., 2018) Esta prueba se
puede dar tanto en ratas como en ratones. Ansiedad generada por estimulo del
estrés, la literatura cientifica introduce dos conceptos relacionados con el estrés, el
primero es el estresor, que define cualquier cosa que provoque un desequilibrio
fisiologico; el segundo es la respuesta a ese estresor, es decir, la reaccion
fisioldgica y conductual que un organismo expresa para recuperar su equilibrio.
Esta respuesta normalmente se adapta al evento estresante y puede durar poco
tiempo, pero si la respuesta se mantiene por periodos prolongados o si se produce
de manera repetitiva, puede producir efectos negativos con posibles

consecuencias patolégicas (Bartolucci, 2007)

La ansiedad como lo menciona el DSMV es una respuesta anticipatoria a una
amenaza futura y esta asociada mas con la tension muscular, vigilancia en
relacion a un peligro futuro y comportamientos cautelosos o evitativos(Trastornos

de Ansiedad - ScienceDirect, n.d.).

Un modelo animal consiste en la presencia, inducida o espontanea, de una
condicion humana en un organismo filogenéticamente inferior. Para que se
considere un buen modelo de una enfermedad mental debe satisfacer varios
criterios (McKinney y Bunney, 1969): 1) igualdad de condiciones, aquello que
genera la patologia en el animal esta presente en los pacientes, 2) aparicion en el
animal de comportamientos caracteristicos en la enfermedad, 3) que existan una
serie de mecanismos neurobioldgicos subyacentes comunes y 4) que se observe
en el animal una remisién de las alteraciones a consecuencia de una respuesta
favorable al tratamiento farmacolégico, tal como ocurre en humanos. Decenas de
modelos animales han resultado de suma utilidad en la investigacion de diversos
padecimientos humanos, permitiendo crear condiciones y aplicar tratamientos que
no es posibles realizar en humanos (Negrete-Diaz JV, 2010). Un método para

inducir al estrés al roedor es mediando la restriccibn de movimiento, de acuerdo



con el ciclo circadiano de secrecion de corticosterona. En una cabina separada de
la sala experimental y el bioterio, cada animal se introduce suavemente en un
cilindro de PVC ( base: 6cm, altura:20 cm), cuyas bases estan cerrada con tapas
perforadas. Dentro del cilindro acomodado de forma horizontal el roedor puede
respirar y mover extremidades, pero no puede girar sobre su eje dorsoventral,

permanecen ahi por un periodo de una hora (Troncoso et al., 2010)

Se tiene una serie de problemas que se pueden atender y revisar a través del
laberinto elevado en cruz para roedores como lo son el trastorno del sindrome
postraumatico(Kraeuter et al., 2019), igualmente en estudios sobre nutricién sobre
dietas altas en grasas como puede aumentar la memoria de trabajo y reducir la
ansiedad en la prueba del EPM sobre condiciones limitadas(Yoshizaki et al., 2020)
También se han realizado estudios con roedores para analizar la ansiedad con
deficiencia de estrogenos utilizando farmacos como el diazepam, buspirona y
venlafaxina; En las mujeres con una deficiencia de estrégenos tienen un riesgo
particularmente mayor de trastornos de ansiedad que las mujeres con niveles
normales de estrégenos, que protegen las neuronas del hipocampo de ser

dafiadas por estimulos de estrés.(Xu et al., 2019)

De los primeros experimentos que se hicieron con el laberinto elevado en cruz,
fueron estudios en 1984 sobre los efectos alfa-adrenoreceptores agonistas y
antagonistas en ratones -explorando el miedo en el modelo exploratorio- de
comportamiento inducido. Se utilizaron ansioliticos como diazepam, el incremento
de amobarbital, ansiogénicos putativos ACTH y decremento en la
picrotoxina.(Handley & Mithani, 1984)

En las primeras pruebas realizadas, el equipo tenia un alto de 70cm sobre el
suelo, con dos brazos abiertos y dos cerrados con un largo de 45cm por 10 cm de
ancho(Handley & Mithani, 1984) posteriormente se cambiaron los brazos abiertos
a 50 cm x 10 cm y los brazos cerrados de 50cm x 10cm x 40cm con altura de
paredes circundantes y la altura del laberinto completo constaba de una altura de
50 cm(Komada et al., 2008b)



Para Munekazu, Takao y Miyakawa en su laboratorio hicieron el aparato de prueba
de laberinto positivo elevado configurado en forma de +, con dos brazos abiertos
(25 x 5 cm, con una pared muy leve de 0,5 cm) uno frente al otro y
perpendiculares a dos brazos cerrados. (25 x 5 x 16 cm) y se eleva 50 cm por
encima del suelo (Miyakawa et al, 1996; Manabe et al, 2000; Miyakawa et al,
2001; Seeger et al, 2004; Morishima et al, 2005; Miyamoto et al. al, 2005; Arrow et
al, 2006; Hattori et al, 2007; Niemann et al, 2007; Sano et al, 2008; Horii et al,
2008; Fukuda et al, 2008; lkeda et al; 2008). El raton se coloca en el centro del +
(5 cm x 5 cm) y se le permite explorar el laberinto libremente. Aunque la grabacion
de 5 minutos es comun, el comportamiento se registra durante 10 minutos en
nuestro protocolo para aumentar la oportunidad de detectar el fenotipo. Los brazos
elevados abiertos y cerrados inducen un conflicto de exploracion, El aparato esta
hecho de materiales plasticos. La plataforma es blanca y las paredes son
transparentes. Hay una variacién en los materiales y colores del aparato de
laberinto en cruz elevado. (Komada et al., 2008a) Por otra parte Javier Rico, Luisa
Mufoz, Marisol Lamprea y Camila Hurtado hicieron una prueba con una cepa de
los Jerpos de Mongolia, la caracteristica especial de estos roedores, es que
tienen una homologia de receptores NK1 similar al receptor humano y el estudio
del trastorno de ansiedad se hace prometedor con este tipo de cepa y pudieron
realizar estudios con el diazepam y el aumento de exploracion de brazos cerrados
en jerbos después de 5min en el laberinto elevado en cruz(EPM)(Rico et al., 2019)
Ellos utilizaron un equipo adaptado al roedor con las siguientes caracteristicas: El
aparato constaba de dos brazos abiertos (40 cm 8 cm) en angulos rectos con dos
brazos cerrados del mismo tamafio, con 30 cm Paredes altas de plexiglas negro.
Los brazos emergieron de una plataforma central. (8 cm 8 cm). El piso del
laberinto de mas estaba hecho de negro plexiglas liso y todo el aparato se elevo
50 cm desde el suelo. Un borde de plexiglas elevado (0,5 cm) rodeado los brazos
abiertos para evitar que los jerbos se caigan. El nivel de la iluminacién de la sala
de prueba se ajustd a 30 lux medidos en el area central del laberinto de més.(Rico
et al., 2019)



VALIDEZ

DISCL, Reelina, NRG1

Atrofia dé tejidos, células, espinas dendriticas
: Aislamiento

Hipoxia, infecciones
BDNF, NO, sistemas receptores: DA

Validez de
Constructo

Modelos
animales de Validez

enfermedad Predictiva

mental

Validez
Aparente

Conducta similar:
Informacion nueva: Hipotetizar
(+): ej. Respuesta aumentada a estrés, Transpolacidn: Signos disminuidos,
hiperactividad terapia
L') P '“_:’““:iﬁ“ social reducida, PPI Diagnéstico: Neurobiolégico
Isminuiaa

Cognitivos: memoria deficiente
(Modificado de Jones, 2011)

OBJETIVO

Establecer puesta a punto de la prueba Elevated Plus Maze Test (EPM) en
roedores para conocer el método y la técnica en el laboratorio de Plasticidad
Cerebral y neurociencia integrativa de la Universidad de Guanajuato Campus

Celaya- Salvatierra.



MATERIAL Y METODOS
Disefio y construccion del equipo

Nuestro laberinto cuenta con una modelo estandar frecuentemente reportado que
consiste en una estructura de metal en forma de cruz el cual cada lado se le
denomina brazo ( 4 brazos),La estructura consta de una elevacion a una altura de
50 cm, dos brazos abiertos (BA) sin bordes de 10 x 50 cm de largo, Una zona
central de 10 x 10 cm (ZC) y Dos brazos cerrados(BC) rodeados de acrilico oscuro

rodeado con paredes de 50 x 40 cm.(Horii et al., 2018)

Fig.1 Modelo estandar frecuentemente reportado.



DIAGRAMA DE FLUJO / PROCEDIMIENTO:

Imagen

Diagrama

Actividad

Inicio

Acomodar el laberinto (EPM)
en el cuarto experimental.
Fig. 2

" TEMPERATURE

CLOCK/HUMIDITY

et

Fig.3

) A
Condicién
ambiental

!

No,
corregir

Si

Revisar la  temperatura
ambiente mantenida a 23 C
con 55% de humedad

relativa. Fig.3

Fig.5

Manejo de
roedores

Manejar y habituar a los
roedores: ElI manejo de
roedores se limita al tiempo
de limpieza de la jaula en el
hogar y los roedores no
fueron habituados a un
entorno nuevo antes de la
primera sesién de prueba.
Fig. 4

A 4

Preparacion de
cuarto
experimental

Preparacion del cuarto
experimental: Area del cuarto
de prueba (2mt x 3mts ) a
prueba de sonido, con una

iluminacion de 100x. Fig. 5




Equipo de
grabacion

No,
corregir

Revisar el equipo de
grabacion  establecido 'y
revision que todo esté en

condiciones Optimas. Fig. 6

No,
corregir

Si

Confirmar que el laberinto
EPM este bien ubicado y
colocado antes de colocar al

roedor. Fig.7

Registro
de datos

Preparar la hora de registro
para anotaciones del
experimento (identificar al
roedor, patrén de
identificacion del oido,
genotipo, nimero de intentos
contrabalanceados a través

de genotipos. Fig.8

Establecer

Software

Establecer el software para
el experimento (tipo de
experimento, determinar los
pardmetros, el ID de
referencia o tema, numero de
sesion, establecer camara).
Fig.9

Fig.10

Colocar
roedor

Colocar al roedor en el area
central del EPM frente a uno
de los brazos abiertos, para
que pueda explorar
libremente el instrumento

durante 5 min o binas. Fig.10
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Monitoreo
grabaciény
software

An.'u.'_'n:v\.—vl.' VR ‘\‘\ \\
— =

1 =
’ | 4

10. Empezar el monitoreo, el

video empezara a grabar y
detectar ( a lo largo de los
brazos cerrados, los brazos
horizontales  abiertos, la
distancia recorrida, numero
de entradas en cada brazo,
el tiempo permanecido en
cada brazo, el porcentaje de
entradas en brazos abiertos),
permanencia en la zona
central. La primera medicién
de la primera prueba es de 5
minutos pudiendo ser en
binas. Se consideran
entradas a cada brazo
cuando las cuatro patas del
roedor estan adentro del

brazo. Fig.11

Retirar roedor

11.

Retirar al roedor después de
cada prueba del laberinto
EPM y ponerlo en otra jaula.
Fig.12
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Limpiar
brazos del
EPM

12.

Limpiar las piezas que toca
el roedor en el laberinto con
agua hipoclorosa a un 70% y
agua destilada para prevenir
dejar claves olfatorias
(revisar si  orinaron 0
defecaron y contabilizar) y
ensamblar las piezas
nuevamente en el laberinto
antes de empezar la

siguiente prueba. Fig. 13

\ 4

Repetir
prueba

13.

Repetir el mismo
procedimiento hasta que
todas las pruebas del
experimento hayas sido

probadas. Fig.14

Fin

Todos los procedimientos experimentales se realizan de acuerdo con la Guia del

Instituto Nacional de Salud de los Estados Unidos para Cuidado y uso de animales

de laboratorio y fueron aprobados por nuestro Comité Institucional de Cuidado y

Uso de Animales (CICUALKL /COM43-2016).

Basado en el método de Munekazu Komada, Keizo Takao, Tsuyoshi Miyakawa,

Genetic Engineering and Functional Genomics Unit, Frontier Technology Center,

Graduate School of Medicine, Kyoto University, Institute for Comprehensive

Medical Science Division of Systems Medicine, Fujita Health University
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PROCEDIMIENTO PARA EL ANALISIS DE DATOS EN EL PROGRAMA
ETHOVISION 47 EDICION.

Ethovision es un software ampliamente utilizado para registrar por medio de video
el analisis del comportamiento, movimiento y actividad de cualquier animal. Se
puede realizar una serie de pruebas con diferentes aparatos; En esta ocasion

revisamos el Elevated Plus Maze Test (EPM) o laberinto en cruz elevado.

Imagen Procedimiento

Definir el experimento: si se

[ ]
| Barra de .

abre uno nuevo, de uno ya

grabado o restaurado.

Normalmente se abre una

plantilla predefinida ya que

Select a template option

el video se graba en otro

“hy Apply a pre-defined temolate

programa para su analisis

en Ethovision.

) custom template
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Which video source will you use?
@ From wieo fie

() nve tracking (and saving videa 1iss)

Browse

Se busca el video a analizar
en la carpeta que se haya

guardado.

Se determina el video de la

carpeta.

Which video source will you use?

@) From video flle

(O Lve tracking (and saving video files)

Untaled Video,mps

it

Nt > Cancal

Se obtiene de la fuente

grabada.
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Se determina el tipo de

Which subjects will you track? animal el cual se analizaré’

eieching am animal type ollows EthoVision X7 e gererate betrer setup defoults

en este caso se trata de un

5‘ Rodents Mouse v ratén .

O Fsy
() Anbrapods

) Other

< Previous Neod » Cancnl

Se asigna tipo de prueba

-:J How is the arena confiqured? que se desea realizar.
Arend template; [m, Woter maze T]

Bamnes maze

Zona template;

|Morris water maze
{O-maze

{Open field, round
{Opan field, square
MenoTyper
|Porsclt cylmder
|Radal 8-arm

| Socinhilty ehamber
| T-maze

[¥-maze

|No arena lemplate

< Frevicus Neoxt > Cancel

Se configura la arena de la

How is the arena configured?

plantilla y las zonas que se

Arena template Elevated plus maze

desean evaluar.

Zoan tempiste: M, opm arms, head dl;; 7ana v]

—

Closed and open arms
|No 2000 template l I

< Previous Noxt > Cance

15



How is the arena confiqured?

Arena template Elevated plus maze

Zone tomplate: Closad-, open arms, head dip zons

Next » Cancel

s

S

Se confirma que la arena ha

sido configurada.

How do your animals contrast with the background?

Animal color compared to backaround:
Darker v

\Darker
{Bnghter and darker

Next » Cancal

Se determina el contraste
del animal si este es oscuro,

brillante o ambos.

What sample rate will you use?

¢ rote
be iy 1} ofe n ved f
opt
A
vy # 49
— Acquived Wik
Acquired ol
Recommended: | 12 samples/sec Q—=a_ ‘,,°
Applied 10.00 + samples/sec T
O
. |
S of 6 < Predous et b Canoe|

Se determina el rango de la
muestra segun la prueba se
ya
recomendada por segundo

manejan muestra

y cuantas aplicadas.
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Initialize template experiment

Cancel

Se finaliza la iniciacion de la

plantilla.

Barra de ...
Open experiment

View

Setup

Acquisition

New

experiment

Se guarda el experimento y
se escoge la ubicacion de la

carpeta.

X Ow

Se selecciona en ajustes

del experimento.
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B0 ko 3T - eacsiati™e 2
RDWGHE sa@

L i

& Setep

En esta parte se registra el
tipo de experimento,
ubicacibn de carpeta, la
descripcion de la prueba, el
origen del video,
caracteristicas a registrar y
grabar, opciones de andlisis

y unidades de medicion.

—|uu'~\.'.w- XT - practioetPM-2
0@ s
Expeimer Bipone 8 X Mand o ety

8 Dperemert Setieg
# Maou
@ A

2 e st otinder. Vot

Se establecen las
caracteristicas del
comportamiento. En este
caso si el animal coloca por
encima de cada brazo su

cabeza, si se levantan.

Se establece la arena o el
area que se quieren
analizar, se calibra Ia
escala, distancia, se
selecciona la forma y dibujo
de la arena, las zonas a
evaluar y se valida. En este
caso se establecen los
brazos abiertos, cerrado,
zona central y si los

roedores se asoman fuera




Tipiorer T X Arera Settings

oA

& Setup

< Expenment Settings

de las areas.

Se establece el control de
las pruebas, las
condiciones, acciones 'y
estructuras de inicio vy

término de la prueba.

Se establece la deteccion
del roedor y empieza a
grabar para analizar el

comportamiento.

Se da una integracion visual

de cada comportamiento
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En la parte de resultados
nos da la informacion
detallada y graficada de
cada perfil analizado, aqui
se muestra los brazos

abiertos y cerrados.

En este perfil se muestra la
distancia movida, la
velocidad y el movimiento

del roedor analizado.

O:-eaLﬁle‘ol\‘

L /e ®la

En esta parte podemos
observar el mapa de calor
como parte del andlisis para
saber cuanto tiempo paso

mas en el dispositivo.

SIEEEET;

‘« «
OH @@ n® % 6 & & \

1

También se puede hacer
una visualizacion de la pista
de como fue el movimiento
y como se fue desplazando

a lo largo de la prueba.




RESULTADOS

La prueba se hizo en un tiempo 5 minutos sin habituacion, seis ratones Arabes de

entre 8 y 10 semanas bajo las condiciones y procedimientos mencionados en el

diagrama de flujo/ procedimiento. Dos pruebas se hicieron con el dispositivo EPM

mojado sin poderse visualizar bien el roedor por lo que se tuvieron que descartar.

In closed arms

Animal ID In open arms |
| Any of Closed arm 1, Closed arm 2, Closed arms / all of nose-point, center-point, tail-base Any of Open arm 2, Open arm 1, Open arms / all of nose-point, center-point, tail-base |
Frequency | C tive Duration Frequency | C live Duration Latency to First
| s | s s
Tral 1| 6 Treated 2 435329 23 79.9992 9.5332
Tial 2| s Treated | 29 | 1669317 15 [ 20,0998 30,5664
i [Tral 3] 3 Treated | 21 | 80.1992 25 | 1457319 0.0000
[Tral 4] 2 Treated | 22 69.3660 15 | 134.4320 73333

Fig. 1la Datos de los 4 ratones que se analizaron, tres de ellos pasaron mas

tiempo en los brazos cerrados que abiertos.

)
&

In open arms - Frequency

In open arms - Cumulative Duration
150

In open arms - Latency to First

20 Y O}
. 1
£ 15 S (o
: a e 10
£ " '_E 50 g
5 g 5 5
3
0+ 0 + 0+
Treated Treated Treated
Results Results Results
In closed arms - Frequency In closed arms - Cumulative Duration
30 120
w
254 = 1004
1 5
32041 T 80+
; 3
3 154 ° 60 +
E 104 2 40+
S
54 £ 20+
p= |
O
0 ! 0 !
Treated Treated
Results Results

Fig.2a Gréficas de la frecuencia en brazos abiertos y cerrados. Tres de ellos paso

mas tiempo en brazos cerrados que abiertos

Animal ID | Treatment Distance moved Velocity
center-point center-point
Total Mean
N Mean Standard Error Mean Standard Error
cm cm cm/s cm/fs
Treated | [multiple values] Treated 4 2511.9049 194.6093 8.4853 0.6630
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Movement
Moving / center-point Not Moving / center-point
Frequency Cumulative Duration Frequency Cumulative Duration
N Mean Standard Error | N Mean Standard Error | N Mean Standard Error | N Mean Standard Error
s s s s
4 272.5000 12.1963 4 203.3646 9.6389 4 273.0000 11.5109 4 04,4824 10.6303

Fig. 3a Se observa la distancia, la velocidad y movimiento recorrido en la prueba.

Distance moved - Total Velocity - Mean
00 10
=00
K
= 2000
g i
g "o 3
& oo ; 4
500 ]
0 1 ]
Treated Tradtind
Results Resuits
Movement - Frequency Movement - Cumulative Duration
300y 0
I O
?507 s 200
20+
g 3 150
1504
| B Moveg 7 center-pont 2 0l T W Moving / conter-port
w W ? Not Moving / certer port ] Not Moving / center.port
5% 4 E 50
0 - ¢ 0
Treated Treated
Results Results

Fig. 4a Graficas de la distancia movida, promedio de la velocidad, frecuencia del

movimiento y duracién acumulativa del movimiento.

" .| Distance moved Velocity Movement
DT center-point | center-point Moving / center-point Not Moving / center-point
Total Mean Frequency | Cumulative Duration | Frequency | Cumulative Duration
cm cm/s s s
Trial 1 6 Treated 2700.5685 9.0200 279 200.4647 280 99,5657
Trial 2 = Treated 23124120 7.7834 246 178.2649 247 121.2655
Treated Trial 3 2 Treated 20952.6489 10.0659 262 223.8644 264 71.2993
Trial 4 2 Treated 2081.9902 7.0720 303 210.8646 301 85.7991

Fig. 5a Informacion sobre la distancia, velocidad y movimiento por prueba de cada

raton.
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Fig. 6a Mapa de calor de las pruebas. Se observa la actividad, posicion del animal
y la arena en el dispositivo EPM.

\ Trial 1 [ Trial 2 [ Trial 3 [ Trial 4
L Result 1 [ Result 1 | Result 1

Fig. 7a En el track visualization podemos observar el recorrido de cada prueba.
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Fig. 8a Play back Control; Podemos observar el movimiento y comportamiento del
roedor ver los tiempos de entrada y salida en los brazos abiertos y cerrados, asi

como de cada caracteristica a analizar.

DISCUSION

Para la puesta a punto del EPM laberinto en cruz elevado se analizaron las
medidas del dispositivo para su disefio, elaboracion y validacion. Utilizamos el
modelo estandar que propuso Komada, Takao y Miyakawa con las dimensiones
en brazos abiertos a 50 cm x 10 cm y los brazos cerrados de 50cm x 10cm x 40cm
con altura de paredes circundantes y la altura del laberinto completo constaba de

una altura de 50 cm(Komada et al., 2008b)

Nos familiarizamos con el software Ethovision para poder hacer el andlisis por lo
gue se hicieron dos simulaciones y una vez que se termino el dispositivo se puso a
prueba realizandose el experimento inicialmente con tres hamsters adultos en
binas de 5 minutos y posteriormente con 6 ratones arabes de entre 8-10semanas

en lapsos de 5 minutos sin habituacion.
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Los Hamsters adultos pasaron mas tiempo en brazos abiertos, mientras que los
ratones al analizar el registro en Ethovision solo se pudieron visualizar bien cuatro
ratones por no dar tiempo suficiente de secado brillo por ello se obstaculizo el

andlisis oportuno de los dos roedores.

En las cuatro pruebas de los ratones tres de ellos permanecieron mas tiempo en
brazos cerrados mientras que uno en brazo abierto. Igualmente en el mapa de
calor pudimos observar la actividad, posicion del animal y la arena en el dispositivo
EPM, en la visualizacion de la arena y registro se puede observar el movimiento y
comportamiento del roedor ver los tiempos de entrada y salida en los brazos

abiertos y cerrados, asi como de cada caracteristica que se requiera analizar.

Una vez concluido y analizado el comportamiento de los roedores podemos
verificar que el aparato es funcional y presenta el comportamiento esperado para

la respuesta de ansiedad.
Resultados académicos y complementarios

e Descargar Mendeley y cargar articulos a Mendeley

e Revisar articulos de EPM a exponer

e Revisar las caracteristicas del trabajo a realizar en el verano de la ciencia.

e Reuvision de los avances del protocolo tanto en Word como en power point.
(laberinto de brazos elevados(elevated plus Maze), laberinto de Barnes,
Forced swim test (piscina de porsolt), open field,

e Revision de videos de neuronas, dibujar neuronas. (espinas dendriticas,
analizar densidad, estructura y anomalias saber sobre la plasticidad)
estudiar cambios drasticos en la neurona.

e Plantilla de shawn, cuenta intersecciones de la neurona con los circulos,
aumenta la longitud del arbol dendritico, numero de espinas, almacena
informacion.

¢ Revision de articulo: el estrés agudo interfiere con la evocacion y promueve

la extincion de la memoria espacial en el laberinto de barnes.
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e Revision de Ethovision y Team viewer, descargar software y empezar a leer
como funciona.

e Inhibicién prepulso del reflejo de la respuesta de sobresalto en los
trastornos neuropsiquiatricos.

e Area de biosefiales, transducir-convertir en otra sefial- sefial de otro tipo de
energia convertida a una sefial eléctrica. Pasar informacion en forma de
sefales eléctricas. Mecanica, fuerza fisica, biofisico, bioquimico, clinica y
ciencia béasica. Desganado, adormilado, triste, melancoélico, (cargar cosas-
25 kg,18 kg, ir al mandado) se siente mas pesado. Fuerza muscular
(afectacion del sistema limbico y amigdala) no tienes ganas y no manda
sefal de fuerza.

e Powerlap (lab) labchat software y equipo funcionan para capturar y
visualizar biosefiales como un amplificador. Una energia se forma a otra
energia (transduccion) se toma en la mano se prueba la fuerza de la pinza
(se aprieta) sensor y transductor que envia una sefial eléctrica captura la
powerlap amplifica, digitaliza, (sefial anal6gica convertida a una sefial
digital, power lap al software- ver en milivoltios curva fuerte-sube, menos
fuerza baja. Nos da valores distintos generacion de la hipotesis (depresién-
menor fuerza muscular medida a través de la pinza manual) biopotencial
en la primera area. Sefiales de calcio ( calcium signalig) celulas gliares(
sistema nervioso haga su funcion) hay mas que neuronas- 5 o0 6 veces mas
células gliales que neuronas ( mayor luz-mayor calcio liberado) luz se
expresa en milivoltios para poderlo analizar. Biosefial (engloba al
biopotencial) — biopotencial (registro electrofisioldgicos- electrofisiologia ) y

no bioquimicos.
. Revision de prueba de Catwalk en Ethovision

. Revision del Articulo: “Patologia en la espina dendritica: causa o

consecuencia de los desérdenes neurologicos”.

. Revista Frontiers in behavioral neurocience “Cuantificando la respuesta

acustica al sobresalto en ratén usando video digital estandar” Por Pantoni; Junio,
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2020; Propone un software video freezing para medir cuanto se inhibe el roedor y

respuesta al sobresalto

. Revision del articulo “ El diazepam reduce el escape y Aumenta la
exploracion de brazos cerrados en jerbos después de 5 min en el laberinto de nivel
elevado Plus-Maze” por Javier Leonardo Rico1*, Luisa Fernanda Mufoz-

Tabares1, Marisol R. Lamprea2 and Camilo Hurtado-Parradol,3

. Revision de video del avance de estudios del cerebro ( Rafael Juste, Henry
Marcan.
. Presentacion del articulo “comparacién del efecto de la nifedipina,

propanolol, indometacina, prednisona, fluoxetina, antidepresivo en prueba de
suspension de la cola. Depresion disminucion acusada del interés, no placer, tx
suefio, alimentacion. Afecta vida laboral, social impacto en la productividad a nivel
global. Tratamiento farmacologia y psicoterapia. Regulan las monoaminas
(noradrenalina y serotonina) a nivel SNC. Depresion desequilibrio. Natacion
forzada en farmacos antidepresivos. Comparar el efecto de la nifedipina,
propanolol, indometacina, fluoxetina. Incremento de estadios de inmovilidad, si se
mueve menos periodos latencia al primer episodio de inmovilidad(depresion),
estan es estados de depresion. Desesperanza aprendida(conductismo), meta a
organismo no supera lo vuelve a intentar, se deja de realizar intentos hasta que no
lo intenta se presenta la desesperanza aprendida. En el ratén, lo cuelgas lucha y
no lo logra, eso genera la desesperanza (depresion) muy intenso o prolongado.
Infringe dolor o incomodidad. En un ser humano trabaja en una meta ( y no lo
logras y logras y te deprimes o pierdes esperanza porque no logras, te frustras
porque no puedes, desistes, no lo intentas..) relaciones de pareja. Como se
presentan las situaciones se hace dificil (si se hace dificil 1 0 2 ) cambiamos de

tarea para no frustrarnos o persistir.

* Se apoyo en realizar las pruebas de Laberinto Elevado en Cruz EPM, Barnes,

Porsolt ( nado forzado).

¢ Realizacion de pruebas EPM Elevated Plus Maze- laberinto en cruz elevado
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e Realizacion de pruebas de Barnes

e Realizacion de pruebas de Porsolt- nado forzado

¢ Realizacion de pruebas de suspension

¢ Realizacion de las pruebas de Respuesta de reflejo de sobresalto.

¢ Realizacion de informe de resultados experimentales y verano de la ciencia.

e Grabaciones de las pruebas conversion de los videos por medio de aTube
Catcher y con Movie Maker Pro e igualmente revisar y cortar los videos para su
andlisis en Ethovision.

¢ Revisidon de los avances de los trabajos, exposicion y entrega.

CONCLUSION

De acuerdo con los resultados obtenidos en los andlisis de Ethovision los ratones
tienen miedo a los espacios abiertos y grandes, asi que pasan mas tiempo en
cada brazo cerrado y el nimero de entradas son consideradas como indices de

ansiedad como comportamiento.

En el punto central los ratones permanecen mas tiempo como se vio en el mapa

de calor, por lo que se hipotetiza que se encuentran seguros en esa zona.

El aparato fabricado es funcional ya que al probarlo con 4 roedores en efecto

estos presentan el comportamiento esperado para la respuesta de ansiedad.
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Estudio del reflejo de sobresalto acustico en ratones mediante el software
EthoVision

Rodriguez-Colmenero Mariana & Garcia-Miranda Lendy Yustin

Antecedentes

El reflejo de sobresalto es la respuesta del organismo ante un estimulo repentino,
sirve para proteger al cuerpo de un ataque y prepararlo para una accion evasiva o
defensiva. En la respuesta de sobresalto acustico (ASR) el tiempo de respuesta es
de 3 a 8 ms aproximadamente (Yeomans, J. S., & Frankland, P. W. 1995) y se
caracteriza por la contraccion de los masculos faciales y esqueléticos. El estudio en
roedores se usa comunmente para evaluar las propiedades del sistema nervioso
central, como la habituacion, la sensibilizacion, el condicionamiento clasico, el
miedo y la ansiedad, la activacion sensoriomotora y los efectos de las drogas
(Pantoni, MM, Herrera, GM, Van Alstyne, KR y Anagnostaras, SG, 2020).

La ruta mas rapida inicia con el estimulo de sobresalto acustico, que activa las
neuronas del nucleo de la raiz coclear y llega a las neuronas del nucleo reticularis
pontis caudalis (PnC), las cuales fungen como la via primaria de ASR, para después
llegar a las neuronas motoras espinales y asi generar el reflejo de sobresalto. (Koch
M. 1999), hay otros autores, como Davis y col (1982) que proponen rutas mas
elaboradas, comenzando con el nervio auditivo, ndcleo coclear posteroventral, un
area cercana al leminisco ventrolateral (VLL), pasando también por el nucleo
reticularis pontis caudalis (PnC), terminando con las neuronas motoras espinales
(Lee, Y., Lopez, D. E., Meloni, E. G., & Davis, M. 1996) a pesar de haber rutas mas
0 menos largas, el PnC sigue siendo indispensable en todas estas.

Se le llama inhibicién prepulso (PPI) a la disminucién o privacion de la respuesta de
reflejo de sobresalto ante un estimulo prepulso débil precedido por un estimulo de
sobresalto. La PPI es de especial interés para investigadores por su relacion con la
activacion sonsoriomotora, la cual se encuentra disminuida en pacientes con
trastornos psiquiatricos como esquizofrenia y roedores con lesiones que simulan
trastornos psiquiatricos (Shoji, H., & Miyakawa, T. 2018). Hace no mucho se tenia
la teoria que afirmaba que la PPI estd mediada por entradas colinérgicas del
mesencéfalo al ndcleo reticular pontino caudal (PnC), sin embargo, estudios
recientes han demostrado que la amigdala funge un papel fundamental,
descubriendo un mecanismo inhibidor de retroalimentacion dentro del circuito de
sobresalto del tronco encefalico mediante el cual las entradas glutamatérgicas
amigdalares y las neuronas GlyT2 * PnC contribuyen a la PPI. (Cano, JC, Huang,
W.y Fénelon, K. 2021).



Existe una variedad de sustancias y farmacos que actian sobre el ASR, dentro los
cuales se encuentran bromocriptina y apomorfina que aumentan la amplitud de ASR
y acortan su latencia, anfetamina y cocaina inducen la intensificacion de la
respuesta de sobresalto, metilendioximetanfetamina o MDMA que inducen cambios
en la ASR y sus modulaciones, los farmacos ansioliticos como el diazepam y la
clonidina, reducen la amplitud de la ASR y aumentan su latencia. (Gomez-Nieto, R.,
Hormigo, S., y Lépez, DE, 2020).

Distintos autores han disefiado métodos para medir los movimientos de sobresalto
en roedores, como capturarlos de manera simultdnea con videos de alta velocidad
y una placa de arranque piezoeléctrica, utilizando extrapolaciones matematicas
para convertir fuerza en altura y asi diferenciar si hay un sobresalto o no lo hay
(Grimsley, CA, Longenecker, RJ, Rosen, MJ, Young, JW, Grimsley, JM y Galazyuk,
AV, 2015). También existen programas como VideoFreeze que utiliza un algoritmo
de analisis de movimiento patentado para calcular el movimiento, midiendo la
cantidad de pixeles causados por el ruido del video en cada fotograma de éste,
comparando la camara vacia y con la presencia del roedor. Con el uso de
VideoFreeze se recomienda medir el sobresalto durante 100 a 200ms
aproximadamente después del inicio del estimulo. (Pantoni, MM, Herrera, GM, Van
Alstyne, KR y Anagnostaras, SG, 2020). Los softwares Fastec HiSpec y OpenEx
han demostrado ser otra opcidn confiable, siendo que el primero se encarga de la
captura de video y OpenEx controla la produccion de estimulos acusticos y visuales
y sincroniza la informacion adquirida (Grimsley, CA, Longenecker, RJ, Rosen, MJ,
Young, JW, Grimsley, JM y Galazyuk, AV, 2015). La camara de reflejo que se utiliza
para una investigacién varia dependiendo del autor, siendo algunas camaras de
contencién en forma cilindrica de plastico en una camara de atenuacion del ruido
(Shoji, H., & Miyakawa, T. 2018), otras usando retenedores piramidales
rectangulares no facilmente permeables al sonido debido a las paredes gruesas de
plastico que los componen (Longenecker, R. J., & Galazyuk, A. V. 2012).

El software EthoVision XT es un sistema de seguimiento moderno por video que
registra automaticamente la actividad y el movimiento animal, sobre la base de una
grabadora de video en color de alta resoluciéon y de un software flexible, es un
sistema versatil de procesamiento de imagenes diseflado para automatizar la
observaciéon del comportamiento y el seguimiento del movimiento de multiples
animales simultaneamente contra una variedad de fondos complejos. Un
predecesor del actual sistema de seguimiento por video EthoVision se desarrollo
por primera vez en la década de 1980 en el Instituto Rudolf Magnus de
Neurociencias (RMI) de la Universidad de Utrecht, la primera version de EthoVision
para Windows se lanzé a finales de 1999. El sistema ha sido objeto de numerosas
actualizaciones a lo largo de los afios, sobre la base de los comentarios de los
usuarios de todo el mundo, lo que ha dado lugar a un paquete completo para los
estudios del movimiento y el comportamiento. (Noldus, L. P. J. J., Spink, A. J., &



Tegelenbosch, R. A. J. 2001, 1 septiembre). Sin embargo, este Software ha sido
poco empleado para medir el estimulo de sobresalto.

Objetivo

Inducir respuesta de sobresalto en condiciones controladas, midiendo los
parametros con el software Ethovision.

Material y métodos

Se realizé una simulacion con un objeto inanimado (un trozo de carbdn), el cual
contrastaba en color con el fondo (blanco). Para ello se realizaron dos controles y
dos “tratamientos”, estos ultimos se realizaron tomando con un hilo el objeto y
moviéndolo en un solo tirén, simulando la respuesta fisica del roedor ante el
estimulo de sobresalto. Mientras que los otros dos controles se grabaron sin
movimiento y con la camara fija.

Se realizé un analisis en Ethovision comparando los controles y los tratamientos
(Tablal, Fig. 4-8).

Posteriormente se realizaron pruebas en laboratorio, las cuales fueron hechas por
el asesor en el Laboratorio de Plasticidad Cerebral y Neurociencia Integrativa,
donde se utilizaron ratones jévenes de aproximadamente 10-12 meses de edad y
de color blanco. El procedimiento es detallado en la Figural. La luz fue incidida de
manera indirecta con una intensidad de 100 lumens.

Las sesiones fueron grabadas lateralmente y convertidas a un formato mp4
mediante Movie Maker. Posteriormente los videos fueron divididos y recortados en
cada una de estas sesiones con una duracion de 10 segundos, buscando eventos
de sobresalto y eventos de latencia en los que no hubiera movimiento del roedor,
asi como recortes en imagen para poder observar sélo el compartimento de
contencién y una minima parte del fondo de madera negra, esto con la finalidad de
evitar brillos que pudieran interferir con el reconocimiento del sujeto en el software.
Se analizaron estos ultimos mediante el software Ethovision, donde se evalud la
respuesta de sobresalto, utilizando el analisis de actividad mediante pixeles que se
mostraban en color morado en un nivel 20 y generando graficos de distancia
recorrida, velocidad y aceleracion, comparando valores control y de estimulo.

Conforme a los resultados y la literatura se realizo un posible procedimiento para la
realizacion de pruebas de Respuesta de Sobresalto, con un estimulo de prespulso

(Fig.2).



1 sesidn de habituacién usando

ruido blanco de 40-45dB con una
duracién de 3-5 min

Estimulos de pulso de
60dB con una
duracion de 1 min

N Analisis de grabaciones usando
Descanso de 1 minuto el Software Ethovision

*El diagrama muestra 1 prueba
*En total se realizaron 3 prusbas
*Laintensidad de la luz fue de 100 lumens

Figura 1. Metodologia empleada para la realizacion de la prueba de reflejo de
sobresalto en roedores. En la cual se realizaron 3 pruebas, donde cada una de ellas
consistio en 1 sesion de habituacion con ruido blanco de 40-45dB con duracion de
3-5min, posteriormente se realiz6 un descanso de 1 minuto para dar paso a las
sesiones de estimulos de 60dB con intervalos de 10 segundos entre cada uno. Al
finalizar las pruebas se analizaron las grabaciones usando EthoVision.

1 sesion de ‘ Estimulo de prepulso de 75

dB
de 4ms

» g 1 sesién de habiluacion de 30
ckmaiscion da 510 estimulos de ruido blanco de 65-
6848 de 200ms

Estimulo de pulso
115d8
de 200ms

min con ruido blanco
constante de 65-68dB

Intervalos de 20 segundos
entro estos

Analisis de
Descanso de 5 minutos Descanso de 5 minutos Descariso de grabaciones
usando el Software

100ms
° ° ° Ethovision

*El dagrama muestra 1 easano
*£n 10lal 50 haedn 10 ansayos con 20 segundos de diferencsa

Figura 2. Metodologia propuesta para las pruebas de estimulos de pulso y estimulos
de prepulso, basada en los resultados obtenidos mediante los experimentos
anteriormente descritos.



Construccioén de la camara de sobresalto

Se utilizé un cuarto aislado del ruido externo como caja de aislamiento,
posteriormente en una plataforma se colocdé madera pintada de negro, esto con la
finalidad de crear mayor contraste con el objeto de estudio, donde ésta se
encontraba rodeando un frasco de cristal que tiene la funcion de compartimento de
contencién del roedor. (Fig.3)

PN e s o

Figura 3. Camara de sobresalto. A) Fondo negro de madera que se uso para crear
contraste B) Compartimento de contencion. El cual es un frasco de cristal con tapa
de plastico, fijado a la base mediante cinta adhesiva, el cual tiene por dimensiones
10cm de largo y 7cm de didmetro. C) Representacion de las medidas del

compartimento de contencion.

El sonido del pulso fue realizado mediante un aplauso y el sonido del rasgado de
una hoja y se midio la intensidad por medio un sonémetro.

Resultados

Para la simulacién se generaron cuatro videos que incluian dos “controles”, los
cuales son objetos sin movimiento y dos “tratados” que incluian a objetos con un
Gnico movimiento que asemejaba el sobresalto en roedores. Obteniendo asi la tabla
1, en la que se muestra la distancia, velocidad y aceleracion en cada uno de los
casos, asi como una gréafica de cada una de estas variables en las figuras 4,5y 6
y dos gréficas en las figuras 7 y 8, comparando estas variables a lo largo del tiempo
del experimento.



Control
Control
Treated
Treated

Trial
Trial
Trial
Trial

Eo

Independent Variable
Independent Variable
Animal ID

O

Independent Variable Distance moved Velocity Acceleration

Independent Variable center-point center-poi center-point
Treatment Total Mean Minimum
em em/fs em/fs?
Control 0.587818 0.023797 -1.62887
Control 0.383291 0.015193 -1.56026
Treated 1.91235 0.228271 -55.448
Treated 1.32252 0.090017 -9.18715

Acceleration
center-point
Maxirmum
emyfst
2.43143
2.1474
37.9942
B8.13285

Tabla 1. Simulacién. Distancia, velocidad y aceleracion minima y maxima de los dos
controles y dos tratados. Donde se observa una distancia menor en un 75% en los
controles respecto a los tratados, asi como una disminucion significativamente

menor en velocidad y aceleracion minima y maxima.
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Figura 4. Simulacién. Grafico de la comparacion de la distancia recorrida entre los

controles y los tratados. Donde se aprecia una reduccién del 65% del control

respecto al tratado en cm.
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Figura 5. Grafico de la comparacion de la velocidad entre los controles y los tratados.

Donde se aprecia una reduccién de aproximadamente 85% del control respecto al
tratado en cm/s.

Acceleration - Maximum

Maximum {cm/s”)
(%]
(=)

0 1 1

Control Treated
Treatment

Figura 6. Gréafico de la comparacién de la aceleracion entre los controles y los

tratados. Donde se aprecia una reduccién de aproximadamente 90% del control
respecto al tratado en cm/s?.

346 (311 ) 00

Distance meved

Figura 7. Grafico de la distancia, velocidad y aceleracion del pulso 1 respecto al
tiempo. Donde se puede observar un aumento en la distancia, velocidad y
aceleracion en el minuto 8.10 seguido de una disminucion en cada una de las
anteriores, donde la aceleracion llega a desaceleracion alcanzando valores
negativos para después volver a cero en cada una de las tres variables.
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Figura 8. Grafico de la distancia, velocidad y aceleracion del control 1 respecto al
tiempo. Se observan pequefios picos con valores minimos.

A continuacion, se muestran las imagenes del objeto inanimado para la simulacion,
donde éste es detectado por el software y se observa en color amarillo mostrando
la deteccién correcta del “sujeto”, asi como la imagen donde se observa el
movimiento en pixeles en color morado.

Figura 9. A) Objeto inanimado detectado por el software, en color amarillo. B) Objeto
con pixeles morados que representan la deteccion del movimiento por el software.
C) Objeto y sombra del objeto con pixeles morados, que representa un error en la
deteccion. D) Objeto en estado de latencia sin coloracion morada de pixeles.

Para la experimentacion con roedores, se generaron diez videos que incluian cinco
“controles”, los cuales son lapsos del video de 10 segundos en los que el roedor se
encontraba en estado de latencia, sin movimiento y dos “tratados” que incluian a
roedores con movimiento causado por un estimulo auditivo reconocido como pulso.




Obteniendo asi la tabla 2, en la que se muestra la distancia, velocidad y aceleracion
en cada uno de los casos, asi como una gréafica de cada una de estas variables en
las figuras 9, 10 y 11 y dos gréficas en las figuras 12 y 13, comparando estas
variables a lo largo del tiempo del experimento.

Anienat 1D | Trontuncnt Distance moved Velocity Acceleration
center-point | center-point center-point
Total Mean Minimum W Maximum
cm cm/s cm/s’ [ cm/s’
Trial 1 1 Control 0.9702 0.1095 -67.3793 67.3793
Trial 2 1 Control 0.2193 0.0248 | -49.6828 49,6828
Control | Trial 3 1 Control 0.0000 0.0000 00000 | 0.0000
Trial 4 1 Control 0.8995 0.1015 -60.0041 60.0041
Trial 5 1 Control 0.0000 0.0000 [ 0.0000 [ 0.0000
Trial 6 1 Treated 0.4301 0.0489 -48.6189 48,6189
Trial 7 1 Treated 1.0707 01200 | -52.1797 | 52.1797
Treated | Trial 8 1 Treated 1.1692 0.1321 -59.5569 59.5569
Trial 9 1 Treated 0.2038 0.0259 ' -45.8888 . 45,8888
Trial 10 1 Treated 1.3742 0.1685 | -68.8208 | 68.8208

Tabla 2. Distancia, velocidad y aceleracion minima y maxima de los cinco controles
y cinco tratados. Se puede observar una disminucién en la velocidad, distancia y
aceleracién de los controles con respecto a los tratados, siendo incluso en con valor
de 0.0000 para dos de los controles. Se puede notar también niveles altos de mas
de 1.0000 en tres de los cinco controles para la distancia.
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Figura 9. Gréfico de la comparacion de la distancia movida entre los controles y los
tratados. Se observa una disminucién de poco méas del 50% del control con respecto
al tiempo en cm.
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Figura 10. Grafico de la comparacion de la velocidad entre los controles y los

tratados. Se observa una disminucion de aproximadamente el 50% del control
respecto al tratado en cm/s.
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Figura 11. Grafico de la comparacion de la aceleracion entre los controles y los

tratados. Se observa una disminucion del 30% del control respecto al tratado en
cm/s2.
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Figura 12. Gréfico de la distancia, velocidad y aceleracién del pulso respecto al
tiempo. Se observa un pico en el minuto 1.50 donde se representa un aumento de
valores en distancia, velocidad y aceleracién, en el caso de la aceleracion se
muestra enseguida una desaceleracion hacia valores negativos para volver a cero
en los valores de las 3 variables a considerar.
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Figura 13. Grafico de la distancia, velocidad y aceleracion del pulso respecto al
tiempo. En la que se muestra la deteccion de brillos mediante picos que demuestran
aumento y disminucion de los valores en cada una de las variables analizadas. En
donde el sobresalto se produjo en el minuto 5.00, donde se observa el pico de
valores mayores.
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Figura 14. Grafico de la distancia, velocidad y aceleracion del control respecto al
tiempo. Se muestran valores de cero a lo largo del video analizado en cuanto a las
tres variables anteriormente mencionadas, representados mediante una linea sin
picos.

Figura 15. A) Deteccion del raton observable mediante su coloracion amarilla, donde
también se observa un punto medio que funge como referencia para la deteccion
de movimiento. B) Deteccion del raton mediante pixeles observables en color
morado, donde se observa el movimiento del roedor al recibir el pulso. C) Deteccién
errénea del ratdn mediante pixeles observables en color morado, donde se observa
el enfoque a brillos dando falsos movimientos. D) Estado de latencia del roedor en
el cual no se observa movimiento y por tanto no hay coloracién morada en pixeles.



Se cumplid el objetivo del proyecto, ya que mediante una simulacion y posterior
prueba experimental se pudo detectar y analizar el movimiento caracteristico de
Respuesta de Reflejo de Sobresalto Acustico, sin embargo, es necesario tomar en
consideracion la iluminacion del lugar donde se lleve a cabo el experimento, ya que
puede detectarlos como el sujeto.

Discusion

En la simulacion realizada en el proyecto se pudo observar que el software
Ethovision detectd el movimiento en el objeto inanimado, lo anterior debido a que
mediante el analisis de actividad por pixeles que se observa de color morado en el
roedor, fue claramente visible en el prototipo que emulaba la respuesta fisica del
sujeto de estudio, mientras que en el control que no presentaba movimiento se
observo un color morado casi imperceptible, sélo visto en pequefios errores de brillo
en las pruebas que resultaban en picos de hasta 0.010cm de distancia. Por otra
parte, se observoé que el brillo que refleja colores similares a los del roedor dan como
resultado el movimiento del punto central que determina la posicion del sujeto, por
ello se realizan mediciones de distancia, velocidad y aceleracién erréneas. Es por
esto ultimo que en la prueba experimental que siguid a la simulacion, tres de los
tratados tienen valores altos en estas variables, ya que hubo mediciones erroneas
y se observo actividad en color morado de los pixeles de roedores que se mantenian
en estado de latencia, lo cual pudo ser detectado con ayuda de la visualizacion del
punto de referencia antes mencionado, debido al cambio de posicién por la luz que
se observa en el video.

Conclusiones

Ethovision es un software util para el estudio de la Respuesta de Sobresalto
Acustico, lo cual es favorable debido a los beneficios monetarios que implica en un
laboratorio de investigacion donde se realice esta prueba. La iluminacién en esta
prueba usando el software mencionado es clave para la 6ptima deteccion de la
actividad vista en la prueba de Respuesta de Sobresalto Acustico
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Antecedentes

La depresion es una enfermedad frecuente en todo el mundo, y se calcula que
afecta a mas de 300 millones de personas. La depresién es distinta de las
variaciones habituales del estado de &nimo y de las respuestas emocionales breves
a los problemas de la vida cotidiana. Puede convertirse en un problema de salud
serio, especialmente cuando es de larga duracion e intensidad moderada a grave,
y puede causar gran sufrimiento y alterar las actividades laborales, escolares y
familiares. En el peor de los casos puede llevar al suicidio. Cada afio se suicidan
cerca de 800 000 personas, y el suicidio es la segunda causa de muerte en el grupo
etario de 15 a 29 afos. (OMS 2020)

Depressed Not depressed

El uso de modelos animales en la investigacion sobre
depresion

Un tipo de abordaje posible y util para la investigacion de este tipo de patologias es
el uso de modelos animales. Las razones basicas que justifican su uso se relacionan

con aspectos éticos y limitaciones metodoldgicas propias de los estudios clinicos



(control sistematico de variables experimentales, antecedentes genéticos, etc.)
(Richardson, 1990; Kalueff, Wheaton & Murphy, 2007). Sin estos modelos, se veria
seriamente limitada la investigacion neurocomportamental y farmacologica sobre la
depresion. Sin embargo, ningin modelo animal puede reflejar el amplio rango de
sintomas de los trastornos depresivos, una limitaciébn que es importante recordar
para no confundir el alcance de los mismos (Guimaraes, Joca, Padovan & Molina,
2006). A pesar de ello se puede afirmar que actualmente los modelos animales son
la  mejor alternativa para aproximarse experimentalmente a estos

trastornos.(Cassano & Argibay, n.d.)

Genéticas: DISC1, Reelina,
NRG1

Morfolégicos: atrofia de tejidos,
células, espinas dendriticas
Estrés psicosocial: aislamiento

Complicaciones perinatales:
hipoxia, infecciones
Neuroquimicas: BDNF, NO,
sistemas receptores: DA

Modelos de
animales en
enfermedad
Conducta similar: mental Informacién nueva:
(+): Ej. Respuesta hipotetizar

aumentada a estrés, . .
hiperactividad Trasportacion: Signos

(-): Ej. Interaccion social disminuidos, terapia

reducida, PPl disminuida - o
Diagnostico:

neurobiolégico

Cognitivos: memoria
deficiente

Prueba de nado forzado.

La escasez de modelos animales de depresion llevé a Porsolt y cois. (1977a), a
presentar una técnica conocida con el nombre de "Prueba de Nado Forzado, en
adelante P.N F., como un posible modelo animal que fuese sensible a tratamientos
antidepresivos del tipo de los que se emplean en la clinica, y que se asemejarse,
también, en otros aspectos a la depresion humana. La prueba original de Porsolt

consistia en someter a una rata a una situacion en la que el escape era imposible.




A raiz de los experimentos que Porsolt llevo a cabo, fundamentalmente entre los
aflos 1977-1981 (Porsolt y cois., 1977a, 1977b, 1978a, 1978b, 1979a, 1979b;
Porsolt, 1981), en los que puso a prueba el efecto antidepresivo de todo un listado
de farmacos, se puede decir que en la literatura hay dos grandes estrategias

diferentes de investigacion con respecto a la P.N.F.:

1. Utilizacién de la P.N.F. como una prueba de farmacos antidepresivos
2. Elestudio de la P.N.F. como una situacion conductual.(de Pablo & Guillamon
Ferndndez, 1992)

Desde esta estrategia se ha intentado dar una explicacion de la conducta de
inmovilidad, mostrada por las ratas o ratones, diferente al "desanimo conductual".
En esta linea fueron pioneros Hawkins y cois. (1978) ), puesto que para ellos seria
explicable a través del aprendizaje. Se suman a esta interpretacibn numerosos
investigadores, cuestionandose también, la utilizacion de la prueba como modelo
animal de depresion atil para la deteccibn de nuevos farmacos con actividad

antidepresiva.(Vinader Caerols, 1993)

Durante la P.N.F se coloca al animal en un recipiente lleno de agua del que no
puede escapar. El animal primero intentara escapar pero eventualmente exhibira
inmovilidad (es decir, flotando sin ninglin movimiento, excepto los necesarios para
mantener la nariz fuera del agua). La P.N.F es un modelo muy popular en la
investigacion con animales por varias razones. En primer lugar, implica la exposicion
de los animales al estrés, que se demostré que influye en la tendencia a la depresién
mayor, Ademas, la depresién a menudo se considera una falta de capacidad para
manejar el estrés. En segundo lugar, se ha demostrado que el tratamiento
farmacoldgico con antidepresivos antes de la prueba reduce la inmovilidad en la
P.N.F. Por lo tanto, a menudo se utiliza como ensayo de seleccién de nuevos
compuestos con propiedades antidepresivas potenciales. Ademas, se ha
demostrado que la prueba de natacion forzada comparte algunos de los factores
qgue estan influenciados o alterados por la depresion en los seres humanos, como
cambios en el consumo de alimentos, anomalias del suefio y anhedonia inducida
por la abstinencia de farmacos. Esta es también la razén por la que esta prueba se
utiliza a veces para evaluar el comportamiento depresivo en ratones mutantes, con
aumento o disminucion de la inmovilidad basal (en comparacion con los ratones "de
tipo salvaje").(R et al., 2015)



Entre las pruebas que permiten determinar la potencia antidepresiva de ciertos
farmacos se encuentra la prueba de nado forzado, la cual se disefi6 originalmente
para detectar la potencia de sustancias con propiedades antidepresivas. Estas
sustancias reducen el tiempo de inmovilidad y alargan la latencia al primer periodo
de inmovilidad, lo cual es considerado como un efecto antidepresivo. Usualmente,
a prueba de nado forzado aplicada de forma repetida resulté ser util para evaluar
los efectos temporales producidos por dos esteroides con potencia antidepresiva.
Las ratas del grupo control mostraron los valores mas altos de inmovilidad en la
prueba de nado forzado, los cuales se mantuvieron asi durante las sesiones de

prueba. (Centro Mexicano de Estudios en Salud Mental. et al., 2011)
Objetivo

Poner a punto la prueba de nado forzado detectando los periodos de movilidad e

inmovilidad en roedores mediante el software Ethovision.

Metodologia:

Material:

1. Organismos:

e En el presente estudio se utilizaron ratones macho, arabes de 8 a 10
semanas de edad

2. Aparatos:

e Se utilizé 1 aparato experimental.

e Consiste en un cilindro de plexiglas de 25 cm de alto y 18 cm de didmetro

conteniendo 10 cm de agua mantenida entre los 21-23 °C




Protocolo:

Habituacion

Los ratones
se adaptaron
alas
condiciones
de laboratorio
a temperatura
233 °C,
humedad
relativa 60 £ 5
%, ciclos
luz/oscuridad
de 12 h)
durante 7 dias

1. Primera Fase

Se introduce al
raton en el cilindro
del que no puede
salir
permaneciendo
En el durante 15
minutos

Una vez
trascurridos los 15
minutos el ratén
es sacadoy
colocado en un
lugar caliente
antes de ser
devuelto a su
jaula.

2.Segunda
fase

A las 24 horas
el ratén, es
introducido de
nuevo en el
cilindro bajo
las mismas
condiciones

Se registra su
conducta
durante los
primeros 5
minutos y
transcurridos
estos el ratén
es devuelto a la
jaula.

3.Se convierten,
y se cortan los
videos para
después poder
ser analizados
en el software
Ethovision




Statistics & Charts

Resultados.

~ HCalculate §Z)Batch.. 38 Export Data..

No filter * Al Data ¥  Mobility
Trial Statistics | Group Statistics & Charts
Mobility
Animal ID | Ti
nime Highly mobile Mobile Immobile
Frequency C ive Duration Frequency Ci ive Duration Frequency C ive Duration
Mean Standard Error | N Mean Standard Error Mean Standard Error | N Mean Standard Error | N Mean Standard Error | N Mean Standard Error
5 s 5 5 s 5
Result 1 1 Treated 785.0000 1 482.8952 1176.0000 1 237.4976 1 612.0000 1 179.4982

Tablal. Resultados de la prueba del primer andlisis en cuanto a alta movilidad,

movilidad e inmovilidad.

1500 +

1000 +

500 4+

Frequency

Mobility - Frequency

Result 1

Results

B Highly mobile
Mobile

Immaobile

Grafical. Se muestra la frecuencia de periodos en los que el roedor permanecio en

alta movilidad, movilidad e inmovilidad durante la primera fase.



Mobility - Cumulative Duration
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Results

Grafica.2 Se muestra la duracién en la que el roedor permaneciéo moviéndose en

alta movilidad, movilidad e inmovilidad.

Figural. Trayectoria central del punto de la cantidad y extensién del movimiento

mediante el software Ethovision durante la primera fase.



Figura.2 Trayectoria del roedor representada mediante un mapa de calor, a mayor
movilidad el area de tono rojo y a menor movilidad el tono azul durante la primera

fase.

5 Mobility
EAIL)| Highly mobile Mobile Immobile
Frequency C ive Durati Frequency C ive Duration Frequency C ive D
N Mean Standard Error | N Mean Standard Error | N Mean Standard Error | N Mean Standard Error | N Mean Standard Error | N Mean Standard Error
E s E ] ] s
Result 1 1 Treated 1 427.0000 = 1 230.8304 = 1 514.0000 = 1 88.6065 = 1 277.0000 = 1 120.2048

Tabla.2 Resultados de la prueba del segundo analisis en cuanto a alta movilidad,

movilidad e inmovilidad.

Mobility - Frequency
600 -

£y wn
=1 =1
(= (=1
1 I

T

300+ B Highly mobile
Mobile

Frequency

Immoabile

Result 1
Results

Grafica. 3 Se puede ver un decremento en los valores de la frecuencia en la

actividad de alta movilidad, movilidad e inmovilidad
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Grafica. 4 La duracion de la inmovilidad se incremento mas que en la prueba de la

primera fase.

Figura 3. Trayectoria central del punto de la cantidad y extension del movimiento

mediante el software Ethovision durante la segunda fase.

11



Figura.4 Trayectoria del roedor representada mediante un mapa de calor, a mayor
movilidad el area de tono rojo y a menor movilidad el tono azul durante la segunda

fase.

Discusion

De acuerdo con los resultados obtenidos mediante el andlisis realizado por el
software Ethovision este es capaz detectar la alta movilidad, la movilidad e
inmovilidad del roedor durante las dos fases realizadas en la prueba del nado
forzado, durante el andlisis de dichas fases se detectd una variable que consta de
una gran importancia e interés para nosotros que esta asociada a la depresion: La
inmovilidad. Los animales que presentan un estado semejante a la depresion
presentan mayor frecuencia y mayor tiempo de inmovilidad, mediante esta prueba
estamos siendo capaces de medir esa variable. Ademas el software también fue
capaz de detectar el tiempo de la inmovilidad y para los estudios que a nosotros nos

interesan de depresion este protocolo induce a un estado semejante

Cabe destacar que los animales no fueron manipulados con ningun farmaco, son
animales control, por lo que mas adelante para los estudios que son de interés en
la depresion este protocolo nos puede ayudar a comparar los niveles de movilidad

e inmovilidad en ratones tratados con algan farmaco.
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Conclusion.
El software Ethovision result6é de gran utilidad para medir la frecuencia y la duracion

de la movilidad e inmovilidad, para generar graficos, mapas de calor y la trayectoria

de los roedores en la prueba de nado forzado.
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Antecedentes

La prueba de suspension de la cola (TST) fue propuesta originalmente por (Steru et
al.,1985) como una prueba de deteccién primaria de farmacos antidepresivos. En
esta prueba, se muestra que la inmovilidad de los ratones inducida por la
suspension de la cola es antagonizada especificamente por dichos farmacos.

(Cryan et al.,2005) desde la introduccién de la prueba de la suspension de la cola
hace 20 afios se ha convertido en una de las pruebas mas utilizadas para la
evaluacion de la actividad antidepresiva en ratones, la prueba se basa en que los
animales son sometidos al estrés ineludible a corto plazo de ser suspendidos por
su cola con cinta adhesiva y asi desarrollaran una postura inmévil, antes de realizar
la prueba a diferentes grupos se les suministro medicamentos antidepresivos y asi
tratar de disminuir el tiempo de inmovilidad.

La Depresion es un trastorno del estado de animo que consiste en la disminucion
acusada del interés y la capacidad para sentir placer en todas o casi todas las
actividades, asi como trastornos del suefio, de la alimentacion, afectando
considerablemente la vida de las personas que la padecen (Lépez J., et al 2002).
Segun la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) en el afio 2005 la
prevalencia media de depresion fue de 4,9 % como patologia primaria, afectando
mayormente al sexo femenino (Kohn R., et al 2005). En la actualidad el tratamiento
de la depresion combina la farmacoterapia y la psicoterapia. Los tratamientos
farmacoldgicos utilizados para la depresion se han basado en la regulacién de los
niveles de las monoaminas a nivel del SNC

Para desarrollar antidepresivos es de suma importancia las pruebas conductuales
en roedores una de las pruebas mas utilizadas para los antidepresivos son la prueba
de natacion forzada y la prueba de la suspensién de la cola. Tienen validez
predictiva y deteccion rdpida y muy econdmica de sustancia con actividad potencial
antidepresiva. Las pruebas de desesperacion conductual y suspension de la cola
se basan en el mismo principio: medicion de la duracion de la inmovilidad cuando
los roedores estan expuestos a una situacion ineludible. (Castagné et al.,2010).

A pesar de su prevalencia y considerable impacto en humanos la depresion se sabe
poco de su patogénesis. Ademas, algunos sintomas basicos, como el estado de
animo deprimido, la sensacion de inutilidad y las ideas recurrentes de muerte o
suicidio, son imposibles de modelar en animales de laboratorio. Actualmente, los
criterios para identificar modelos animales de depresion se basan en cualquiera de
los 2 principios: acciones de antidepresivos conocidos y respuestas al estrés. Esta
revision se centra en los modelos animales de depresion mas utilizados, incluyendo
la impotencia aprendida, el estrés leve cronico y los paradigmas de derrota social.
También, las pruebas del comportamiento para los antidepresivos de la
investigacion, tales como prueba forzada de la natacién y prueba suspension de la
cola(Nomura, Naruse, & Okada, 1992)



Las ratas, cuando se las obliga a nadar en un cilindro del que no pueden escapar,
después de un periodo inicial de actividad vigorosa, adoptaran una postura inmaovil
caracteristica que se puede identificar facilmente. La inmovilidad se redujo mediante
varios farmacos antidepresivos clinicamente eficaces en dosis que, de otro modo,
disminuian la actividad motora espontanea en campo abierto. Por tanto, los
antidepresivos se pueden distinguir de los psicoestimulantes que disminuyen la
inmovilidad a dosis que aumentan la actividad general. (Porsolt.,et al 1978)

Tradicionalmente, una reduccioén en el comportamiento de flotacién o inmovilidad en
la prueba de natacion forzada de Porsolt (FST) se emplea como predictor de la
eficacia antidepresiva. Sin embargo, durante los Ultimos afios, nuestros estudios del
afecto negativo inducido por la abstinencia de alcohol indican consistentemente la
coincidencia de un aumento de los comportamientos relacionados con la ansiedad
en varias pruebas de comportamiento con una reduccion inmovilidad en el FST.(Lee
etal, n.d.)

La prueba de la suspension de la cola descrita por (Can et al., 2011) es una prueba
conductual donde a la rata se le toma de la cola con cinta adhesiva sin que toque la
superficie ni las paredes donde se les colocara, esta prueba es importante ya que
se es utilizada para la deteccion de farmacos que afecten los comportamientos
relacionados a la depresion.

(Stukalin et al.,2020) indica que es muy importante la validacion de los modelos
animales en la investigacion neuropsiquiatrica y en su estudio presentaron un
metaanalisis de los efectos antidepresivos en la prueba de la suspension de la cola
del raton utilizando articulos de PubMed donde examinaron los efectos de la
imipramina y la fluoxetina con ayuda del TST donde se llegé a la conclusion de que
los antidepresivos disminuyen el tiempo de inmovilidad durante la aplicacion de la
prueba.

Se realizo la comparacion de farmacos como Nifedipina, Propranolol, Indometacina,
Prednisona y Fluoxetina sobre la actividad motora de las ratas de la cepa Sprague
Dawley como principal indicador de depresion mediante la Prueba de Suspension
de la Cola en cada aplicacion de un farmaco se utilizaba el grupo de ratas al que
suministraron y un grupo control. Y se llegd a la conclusién que al administrar
Propranolol, Nifedipina y Prednisona muestra efecto antidepresivo similar, pero con
menor intensidad a que cuando suministraron Fluoxetina el Unico farmaco que no
modifico significativamente la actividad motora de las ratas fue la Indometacina.
(Berta et al.,2012)



Objetivos

Puesta punto de la prueba de suspension de cola para el estudio de la depresion
empleando un modelo murino.

Material y métodos

Material y métodos aplicados en la simulacion de la prueba de la suspension
de la cola.

Antes de realizar la prueba de la suspension de la cola en forma real
comenzamos nuestra practica para familiarizarnos con la prueba conductual
y el software Ethovisidon que nos ayudara con el andlisis del comportamiento
del roedor al tratar de escapar. Para comenzar nuestra practica con el
software ethovision necesitabamos un video para poder analizar el tiempo de
la movilidad e inmovilidad del raton, entonces para esto creamos un raton
falso que el programa detectaria como sujeto experimental, para ello utilice
una cartulina color negra con las medidas 55 cm de alto x 30 cm de ancho,
hilo de cocer color negro para suspender el raton falso por la cola, el hilo es
muy delgado para evitar que el software detecte el movimiento del hilo por
esta razon utilizamos un hilo muy delgado, se utilizé un clavo para sujetar al
ratbn , cinta para pegar la cartulina en la pared, un calcetin blanco para
fabricar el raton y asi hacer el contraste con la cartulina negra, para grabar
el video utilice mi celular ajustandolo a un sujetador para que grabara
perfectamente la arena y evitar movimientos para no tener problemas al
momento de configurar la arena en el programa. Al momento de grabar tire
de un hilo negro para simular el movimiento del raton al tratar de escapar,
como conclusion se pudo realizar la prueba sin ocupar un ratén real, el
programa nos ayudo a evaluar el comportamiento en roedores en relacion a
la depresion pudimos sacar el mapa de calor que nos indica las zonas en las
gue estuvo mas tiempo y el traking nos indica las zonas de la arena que
recorrié y la grafica muestra la duracién acumulada de la conducta del roedor
representada en segundos esta prueba de simulacion duro 1 minuto.
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Posteriormente se realizd una prueba a cuatro ratones en el laboratorio de Plasticidad
Cerebral y Neurociencia Integrativa de la Universidad de Guanajuato, sede Celaya-
Salvatierra.

2.Disefo y construccion del dispositivo

Se partié del modelo estandar frecuentemente reportado (Can et al., 2011),

Nuestro cajon cuenta con un modelo estandar frecuentemente reportado. El
dispositivo estandar utilizado consiste en:

caja de suspension de cola con dimensiones de 33 de alto X 20 fondo x 40
ancho, de acrilico negro)

Una vara de suspension de madera de 40 cm de longitud

una bandeja de aluminio desmontable que recoge las heces o la orina de los
animales.

1 dispositivo de grabacion de video, Generador de ruido blanco, iluminacién
de 200 lumens y ruido ambiental de 45 dB.
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Durante la prueba los ratones muestran inmovilidad después de tratar escapar ya
gue fueron sometidos a un estrés ineludible a corto plazo al ser suspendidos por la
cola con cinta adhesiva, el tiempo de la movilidad e inmovilidad fueron medidos por
el software Ethovision.

A continuacion, mostramos las cuatro graficas que muestran la duracion acumulada
de los comportamientos del raton representada en segundos acompafnado por el
mapa de calor y el tracking.

Ethovision.
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Conclusién

1. Los ratones presentan periodos de movilidad e inmovilidad, descritos en los
articulos revisados.

2. El empleo de simulaciones nos permite prescindir del uso de organismos.

3. El software Ethovision es de gran ayuda para medir el comportamiento en
roedores, asociado a depresion.
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ANTECEDENTES:

“El estrés es una reaccion fisioldgica provocada por alguna situacién dificil ya
sea fisica 0 emocional por cuanto el organismo responde con diferentes
reacciones de defensa .Muchas veces este mecanismo de defensa de
constante tension obliga a nuestro cuerpo a dar el maximo y que a la larga
termina generalmente en forma de algun tipo de enfermedad o problema de
salud” (Avila, 2014).

De acuerdo con Orlandini (1999) citado por Avila (2014), es también un

proceso natural del cuerpo humano, que genera una respuesta automatica ante
condiciones externas que resultan amenazadoras o desafiantes, que requieren
una movilizacion de recursos fisicos, mentales y conductuales para hacerles

frente, y que a veces perturban el equilibrio emocional de la persona.

Anteriores estudios en roedores demuestran como las afectaciones en la
memoria que el estrés puede causar en el animal, evaluando a través de una
serie de pruebas en el laberinto de Barnes (Lupien y McEwen, 1997; Mello et
al., 2008).

El laberinto de Barnes es una prueba de comportamiento basada en tierra firme
gue fue desarrollada originalmente por Carol Barnes para estudiar la memoria
espacial en ratas (Barnes, 1979) y luego adaptada para su uso en ratones
(Bach et al., 1995). Conceptualmente, es similar al laberinto de agua de Morris
(MWM) (Morris, 1984), en que es una tarea dependiente del hipocampo en la
gue los animales aprenden la relacién entre las sefiales distales en el entorno

circundante y una ubicacion de escape fija.

La intensidad del estrés y los niveles de glucocorticoides tienen un efecto sobre
la memoria que sigue un patron de U invertida, asi: el rendimiento de la
memoria con estrés de intensidad media o niveles intermedios de
glucocorticoides se asocian con mejor rendimiento de la memoria cuando se
compara con niveles altos o bajos de estrés o glucocorticoides (Lupieny
McEwen, 1997; Mello et al., 2008).




El laberinto de Barnes en tierra firme se usa ampliamente para medir la
capacidad de navegacion espacial en respuesta a estimulos levemente

aversivos (Rosenfeld,2014).

El aprendizaje espacial y la memoria de los ratones de laboratorio a menudo se
evallan a través de la capacidad de navegacion en laberintos, el mas popular

de los cuales son laberintos de agua y sobre la tierra seca (Barnes, 1979).

Mejora el rendimiento en las sesiones 0 ensayos se piensa para reflejar el

aprendizaje y la memoria de la ubicacion de escape jaula / plataforma

(Rosenfeld,2014).




OBJETIVO

Puesta a punto de la prueba el laberinto circular de Barnes en roedores para el

estudio del aprendizaje y la memoria espacial.

MATERIAL Y METODOS
Se utilizaron como sujetos 4 ratones arabes de edad entre 8 y 10 semanas.

Plataforma circular elevada, con diametro de 120cm, elaborada con acrilico de
9mm de grosor, con 20 agujeros espaciados uniformemente alrededor del

perimetro.

Cuenta con un tunel de escape (caja meta) en forma de prisma rectangular (24
cm de largo x 10 cm de alto x 8,5 cm de ancho que estd montado debajo de un

orificio, mientras que los 17 orificios restantes se dejan vacios.

Lampara de luz blanca, que funciona como factor estresante, motivando al

escape.
Sefiales visuales (cruz, triangulo y circulo).

Se empleo el software Ethovision para el analisis automatizado de las

grabaciones.

PROTOCOLO

e Se realizo un ensayo con cada uno de los cuatro roedores.

e Cada ensayo comenzaba cuando de manera simultanea se elevaba la

caja de salida y se encendian las luces blancas.

En cada ensayo se permitia al animal explorar el laberinto por un intervalo
maximo de 4 minutos. El ensayo finalizaba cuando el animal se introducia
en la caja meta.

Cuando, transcurridos 4 minutos, el animal no habia encontrado la caja
meta, el experimentador lo introducia suavemente en ella a través del

agujero correspondiente.




e En cualquiera de los casos anteriores, se dejaba al animal en la caja meta
durante 1 minuto. En el tiempo entre ensayos el animal permanecia
aislado en una caja idéntica a su alojamiento habitual.

Se evalua la ejecucion de la tarea espacial a través del analisis en el
software ethovision XT, donde se analiza la distancia, velocidad, errores
y la latencia a la caja meta durante el trayecto que el roedor tardo en llegar

a la caga meta, mediante las gabraciones obtenidas.

RESULTADOS

A partir de las grabaciones de video, el seguimiento automatizado en el software
Ethovision XT se generaron una variedad de puntos finales donde se obtuvieron

resultados de aprendizaje espacial y memoria en los ratones.

La prueba se realiz6 adaptando los tiempos a cada ratdén, con duracién maxima

de 4 minutos, dando como finalizacion cuando el animal llega al objetivo (caja

meta).

El trabajo consistio principalmente en determinar si podiamos obtener la
velocidad y la distancia recorrida en un grupo de roedores, empleando este
software y asi fue, en la figura nGmero uno se muestran los valores promedio
de estas variables de interés, la velocidad y la distancia total recorrida, ya que
estan relacionadas con multiples procesos ademas de aprendizaje y memoria.
Se sabe que el roedor conforme va aprendiendo se va reduciendo la distancia

a la caja meta.

En la figura numero dos se obtuvo a través de software el recorrido completo
de cada uno de los roedores puestos a prueba, hasta encontrar la caja meta
donde finaliza la grabacion.

Por otra parte en la siguiente figura (No. 3) se encuentra el mapa de calor que
puede ser generado en el software que nos muestra los sitios donde el animal

permanecié durante mas tiempo.




Velocity | Distance moved
center-point | center-point
Mean Total
cm/s cm
Trial 1 Control 5.8762 1603.1981
Trial 2 Control 0.0662 7.3385
Trial 3 Control 11.9601 929.2989
Trial 4 Control 9.4422 610.5150

Fig. 1. Distancia total recorrida y velocidad durante la prueba.

Animal ID

Result 1

Fig.2 Se observa el recorrido de cada uno de los animales, hasta encontrar la caja meta, donde se finaliza
la prueba.

Fig.3 Mapa de calor de las pruebas.




Conclusioén

Los resultados obtenidos con la realizacion de la prueba fueron comparados

con los reportados en la literatura, y se demuestra que efectivamente los
ratones obtienen un aprendizaje espacial en el laberinto de Barnes, a través de

varios ensayos, durante un tiempo establecido.

Los tiempos para encontrar la caja meta disminuyeron segun van trascurriendo
los ensayos, demostrando que el laberinto elaborado cuenta con las

caracteristicas apropiadas y se mostré funcional al ponerlo a prueba.
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