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RESUMEN

LOPEZ OROZCO DIEGO. Guia para la realizacion de pruebas conductuales de
agresion y ansiedad en ratones (bajo la direccion de: MVZ. Maricela Ortega
Villalobos y QFB. Francisca Pérez Severiano).

El estudio del comportamiento es de suma importancia en el area de las
neurociencias, gracias a que permite contrastar hipotesis y encontrar
explicaciones relacionadas con el desarrollo del comportamiento, afectaciones
en las diversas vias y mecanismos fisioldgicos cuando uno o mas factores
particulares son modificados o bien caracterizar el comportamiento de una
especie en particular. Desde este punto de vista, la realizacidbn de pruebas
conductuales en modelos animales como los ratones ha permitido obtener
resultados, procurando que el comportamiento a estudiar sea etolégicamente
relevante, facilmente accesible sin la necesidad estimulos y condicionamientos
previos, garantizando su bienestar y cuidado. La realizacion de pruebas
conductuales requiere de preparacion para que los procedimientos puedan ser
practicados de forma que existan pocas alteraciones en los resultados, es en
este punto donde el papel de los médicos veterinarios zootecnistas toma
relevancia, gracias a que sus conocimientos sobre cuidado, comportamiento y
bienestar animal les permite brindar asesorias y capacitacién en estos temas,
por lo que el presente trabajo se propone a ofrecer material didactico para
servir como referencia para la formaciéon de futuros médicos veterinarios
interesados en participar en esta area, ademas de incluir formas para una
mejor ejecucion de pruebas conductuales de frecuente utilizacién en estudios
de neurociencias, para lograr dichos objetivos se realizé una recopilacion de
informacion relevante  por medio de buscadores académicos
(PubMed,Elsevier,etc.) y con la colaboracion del Laboratorio de
Neurofarmacologia Molecular y Nanotecnologia se proporcionan imagenes y
videos ilustrativos que ilustran la realizacién y evaluacién de las pruebas
conductuales en ratones.



Introduccidon

El estudio del comportamiento animal y sus componentes, al igual que muchos
otros fenomenos en la naturaleza, ha sido objetivo de investigaciones en
diversos campos de la ciencia. Histéricamente, el interés cientifico para el
estudio detallado del comportamiento animal se inicia en el siglo XX, con el
surgimiento del conductismo y la etologia. La primera de estas dos vertientes
fue adoptada por los psicélogos de la época, quienes estudiaban la conducta
bajo condiciones y ambientes controlados, siguiendo la teoria del
condicionamiento clasico planteada por Pavlov, como base para buscar la
objetividad en el analisis de las respuestas expresadas por los animales (1).
Sin embargo dicha vertiente recibid criticas y fue cuestionada por generar una
metodologia rigida y la obtencién de resultados que dejaban de lado
importantes factores que moldean la conducta, como son diversos ambientes

del habitat natural de los animales y sus interacciones con el mismo (2).

Por su lado, la etologia como vertiente para el estudio del comportamiento,
surgié a partir de los trabajos de Niko Tinbergen, Konrad Lorenz y Karl von
Frisch. Estos autores describieron los principios del enfoque etolégico para
estudiar el comportamiento (3), caracterizaron esta vertiente para tratar de
responder a alguna de las cuatro cuestiones fundamentales del
comportamiento: el mecanismo/causalidad inmediata (causas), el desarrollo
ontogénico (ontogenia), la historia filogenética (evolucién) y el significado
adaptativo (funcion) (4). El enfoque etologico impactd de manera significativa la
forma en que se estudiaba la conducta, ya que buscaba que esta fuera
estudiada en condiciones similares a como se expresaria en su habitat natural,
evitando en la medida de lo posible la perturbacibn por parte del
experimentador (5). De esta manera se discrepaba de las investigaciones
conductistas, en las que se buscaba controlar todas las variables posibles e
inducir el comportamiento por medio de estimulos, dejando de lado cuestiones

relacionadas con la expresion de las conductas tipicas de la especie estudiada.



Por los diversos datos que permite obtener, hoy en dia el enfoque etoldgico es
el m&s comunmente elegido en los estudios de comportamiento animal, ya que
incluso permite profundizar en el analisis de los resultados obtenidos sobre las
bases conductistas, lo cual ofrece una complementariedad que enriquece el
conocimiento (6)(5)(7)(8). Actualmente, se considera a la etologia como una

ciencia consolidada encargada de estudiar el comportamiento animal (9).

El comportamiento como respuesta
Se ha definido al comportamiento como el conjunto de acciones que realiza un

organismo Vvivo para interactuar con su entorno ante diversas situaciones (10),
estd constituido por acciones y secuencias de acciones (patrones)
caracteristicas que se presentan como respuesta ante diversos factores en su
ambiente, que se conjuntan con procesos anatomicos Y fisioldgicos, la funcién
neuronal y la carga genética presente en los animales para poder darse. Por
ejemplo para detectar la presencia de un nuevo elemento en su entorno (como
otro ser vivo), se activan de diversos aparatos y sistemas en los animales que
generan acciones como observar, caminar, vocalizar o mover alguna parte de
Su cuerpo, en situaciones mas complejas, como una interaccion entre dos o
mas individuos, buscar zonas de refugio, cuidar de sus crias, etc., estas
respuestas se conjuntan para formar patrones que permiten a los animales dar
lugar a las formas de comportarse, generando adaptaciones que permiten
mantener su supervivencia en el ambiente actual (11)(12)(4).

Las respuestas conductuales de los animales han sido reconocidas dada su
importancia para diversos campos de la investigacion. Gracias a la informacion
recabada a través de la observacion del comportamiento, se han enriquecido
areas como la ganaderia, mejorando aspectos de alojamiento, manejo y
alimentacion (13) o la conservacidbn de especies animales a través de
programas de enriguecimiento ambiental y adecuacion de los recintos para su
resguardo (11)(14). Otras disciplinas como las neurociencias han evaluado y
cuantificado conductas de diversos animales, obteniendo resultados que
ayudan a comprender diversas cuestiones relacionadas con el comportamiento

y el sistema nervioso de los organismos (5).



El papel de la neuroetologia en los estudios del
comportamiento
Las neurociencias trabajan en conjunto con diversas disciplinas cientificas,

para estudiar distintos aspectos del sistema nervioso de los organismos
animales como su estructura (neuroanatomia), funcionamiento (neurofisiologia)
o las patologias que lo afectan (neuropatologia) (15). Una de estas
conjunciones disciplinarias es la neuroetologia, encargada de estudiar las
bases neuronales del comportamiento de los animales (16), implementando los
conceptos y técnicas propuestas por la etologia (17). El enfoque de la
neuroetologia, radicé en desarrollar una metodologia y criterios de uniformidad
a la hora de realizar evaluaciones conductuales, priorizando que el
comportamiento a analizar sea simple, robusto, facilmente accesible,
etolégicamente relevante y que pueda ser evocado sin dificultad, ni la
necesidad de ejercer estimulos constantes en los animales a evaluar (16). Con
ello, la neuroetologia ha generado conocimientos integrales de los mecanismos
del comportamiento, como una manifestacion visible de la actividad del sistema
nervioso central (18)(19), logrando que se enfatice al comportamiento como
uno de los objetivos principales en las investigaciones, y asi caracterizar e
identificar sus determinantes para comprender los mecanismos cerebrales
involucrados en su modulacion (17). Las mediciones de comportamiento
también han permitido detectar cambios en la funcién cerebral, producidos por
enfermedades, lesiones neuronales, modificaciones genéticas o exposicion a

varios agentes y tratamientos (7).

Pruebas conductuales en la neuroetologia
Desde el surgimiento de la neuroetologia, han sido esenciales las pruebas

conductuales, cuya implementacion ha logrado que las mediciones del
comportamiento se adapten en escenarios experimentales, gracias a que las
pruebas conductuales toman sus fundamentos con base en lo observado en
estudios previos realizados en campo, dotandoles de un significado etolégico
(21). Actualmente se cuenta con una variedad de pruebas aplicables a los
modelos animales empleados en las neurociencias, los cuales son Utiles para
evaluar procesos cerebrales y fenotipos conductuales (22), es decir, observar
la expresion de patrones de conducta en diversas condiciones, como estados

de enfermedades neurodegenerativas, de igual forma permite obtener datos
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gue ayudan a responder cuestionamientos como el surgimiento y desarrollo de
alteraciones del comportamiento, desde una perspectiva neuronal y de la
integracion de los procesos del sistema nervioso central (23)(24).

Seleccion y clasificacion de pruebas conductuales
Una prueba conductual debe ser seleccionada con base en el comportamiento

de interés a estudiar y en el modelo animal a utilizar, cuidando que este ultimo,
sea el adecuado para representar el comportamiento buscado (25). Seleccionar
la prueba adecuada es de vital importancia a la hora de estructurar los trabajos
de investigacion, dado que condicionan aspectos metodologicos como el
establecimiento del tamafio de la muestra, las edades de evaluacion o el sexo
de los individuos (26)(25).

Las pruebas conductuales se catalogan con base en el comportamiento que
evallan, existiendo un vasto repertorio de pruebas para estudiar la gama
comportamientos existentes (27), por ejemplo, pruebas como el laberinto
acuatico de Morris o la prueba de campo abierto, estan clasificadas como
pruebas estandar gracias a que permiten evaluar diversas formas de expresion
del comportamiento de modelos animales como los roedores (rata, raton),
posibilitando observar conductas de tipo exploratorias, conductas motoras, de
memoria y aprendizaje, entre otras (28). Para los casos de conductas
especificas, como la agresiéon o la interaccién social, se emplean pruebas que
permiten la valoracion particular de la expresion de esos comportamientos (29).
Por ejemplo, para visualizar conductas agresivas, se cuenta con las pruebas
llamadas intruso/residente y dominancia en tubo las cuales se basan en la
interaccion entre dos o mas individuos y favorecen la expresion de conductas
agresivas propias de la especie empleada (30)(31). Por su parte, para estudiar
las conductas de tipo ansioso, se han utilizado las pruebas de luz/obscuridad y
enterramiento de canicas que permiten observar estos comportamientos
complejos, en respuesta a diferentes variables (32)(33) o bien pruebas de
coordinacién motora (por ejemplo rotarod) que posibilitan la observacion de
cambios en la locomocién y coordinacion delos animales ante numerosos
factores (34).



Revision sistematica
Principales pruebas utilizadas en los diversos tipos de
estudios de neurociencias

Pruebas de agresion
El comportamiento agresivo, es uno de los mas investigados en neurociencias,

estudiando los procesos implicados que se desarrollan en el sistema nervioso
central (SNC), asi como los factores que alteran su expresion (35)(36). Las
investigaciones que se enfocan en la agresion se apoyan con gran frecuencia
de la utilizacion de la prueba intruso/residente que permite la expresion innata
de agresion en roedores machos (modelos de investigacion mas usados) (37),
constituyendo la prueba estandar para investigaciones relacionadas con

agresividad y estrés por derrota social (SDS) (38).

Los ratones machos al mantenerse alojados en condiciones “semi naturales” de
un laboratorio, tienden a desarrollar de manera espontanea conductas de
agresion, tanto ofensivas como defensivas, las cuales seran manifestadas
durante la realizacién de la prueba intruso/residente. Esto ocurre gracias a la
sefalizacion olfativa que los ratones machos establecen en un espacio
determinado para marcar su territorio (semejando el marcaje olfativo en vida
libre). El tipo de respuesta ante la sefalizacion olfativa depende de cada ratén
y Su contexto, si un raton es residente, atacara a los machos desconocidos
(intrusos) que se coloquen en su territorio, mostrando respuestas ofensivas, a
la par los ratones intrusos seran los que muestran respuestas defensivas hacia
los ratones residentes (39)(40). Se observa asi la conducta agresiva en un
contexto que permite evaluar la naturaleza de las agresiones, y los cambios
resultantes de la modificacion de diversas variables de interés para las
investigaciones, por ejemplo, las condiciones de alojamiento (aislando ratones),
el uso de ratones machos anestesiados, castrados o bien el empleo de ratones
hembra (41).

Existe una prueba complementaria de la prueba intruso/residente, llamada
prueba de arena neutral, la cual tiene un fundamento similar, observar el
comportamiento social innato de los roedores en un espacio determinado, la
diferencia radica en que se omite el marcaje olfativo en el territorio, por tanto

las conductas expresadas suelen ser diversas, pudiendo observar conductas



de interaccion social, de tipo exploratorio, de reconocimiento e incluso de tipo
ansioso (42)(43). La utilidad de la prueba de arena neutral es que permite
conocer el comportamiento de los sujetos experimentales cuando se
desconoce su antecedente conductual, orientando hacia otras pruebas de
comportamiento que se pueden realizar a partir de los cambios observados.
Ambas pruebas son complementarias para analizar el comportamiento agresivo
en ratones, gracias a que se puede realizar una primera evaluacién con la
prueba de arena neutral y posteriormente repetir la evaluacién con la prueba

intruso/residente.

Entre las principales restricciones de la prueba intruso/residente, se encuentra
la relacionada con el sexo de los animales, puesto que fue disefiada
basandose Unicamente en el comportamiento de ratones macho, por lo que el
uso de hembras queda limitado. El empleo de ratones hembra requiere de
modificaciones que suelen ser poco practicas y que generan un mayor estrés a
los animales, ejemplo de ello es el emplear hembras intrusas contra hembras
lactantes residentes para que estas defiendan a sus crias (conducta materna),
o aplicar a las hembras intrusas orina de un macho diferente al macho
residente para propiciar la conducta agresiva (41). Otra limitacion es que la
prueba intruso/residente es aversiva para los ratones, llegando a generar
heridas graves causadas por las peleas, 0 en casos extremos, la muerte de
alguno de los individuos durante el periodo de evaluacion, por lo que establecer
los tiempos adecuados de duracion de la prueba y los manejos pre/post
evaluacion es de vital importancia para el bienestar de los animales (5). Estas
cuestiones siempre deben de ser analizadas y en su caso aprobada la
pertinencia de la realizacion de la prueba por los respectivos comités de ética
de las instituciones, buscando tanto de la validez de las evaluaciones como
procurando mantener en la medida de lo posible el bienestar de los sujetos

experimentales.

Otra prueba que ha tomado auge para la evaluacion de la conducta agresiva es
la prueba de dominancia en tubo, como su nombre lo indica, permite observar
el comportamiento agresivo a través de la dominancia social por parte de los
ratones (44)(31). Los ratones son animales sociales que establecen colonias

tanto en vida libre como bajo condiciones de laboratorio (45), por lo que



desarrollan jerarquias para mantener una convivencia armonica en el
alojamiento, la cual se logra gracias a la expresion de comportamiento
agonistico de los machos dominantes. El establecimiento de un estatus social
dentro de un colonia formada, influye en el estado de salud de los individuos
que habitan en ella, determinando cuales sujetos tiene acceso prioritario a
recursos como el alimento o los lugares de descanso, evitando de esta forma

peleas constantes (46)(47).

La estabilidad de la dominacion social puede ser determinada por medio del
namero de encuentros que gana un individuo dentro de una colonia, acto que
ocurre cuando las prioridades motivacionales (obtener comida, refugio,
espacio, etc.) de dos o mas individuos son incompatibles, lo que genera un
punto de conflicto social que se resuelve a través de un encuentro agonistico
(usualmente una pelea) entre los oponentes, dando como resultado el

establecimiento de los sujetos dominantes y los sumisos (48).

La prueba de tubo se desarroll6 como un paradigma para observar el dominio
social por medio de un conflicto poco aversivo (derecho de paso). La
colocaciéon de dos ratones en los extremos de un tubo estrecho transparente,
quienes al avanzar dentro del tubo y llegar a un punto medio, genera que se
tengan que enfrentar entre si para obtener el derecho de pasar al otro extremo,
esto lo hacen empujando al contrincante buscando que se retire (49), el raton
ganador es quien consigue permanecer dentro del tubo y se considera el
dominante del encuentro. Cuando se trata de un grupo, se puede aplicar un
arreglo de encuentros sucesivos donde al final se han enfrentado todos contra
todos, si los mismos ratones consiguen ganar repetidamente un ndamero
determinado de encuentros, se consideran los dominantes de su grupo

respectivo (31).

Se ha sefalado que el dominio social y la conducta agresiva son
proporcionales, y existe una asociacion entre los comportamientos agresivos y
el rango de dominio (50). Otros autores destacan que cuando existen
jerarquias poco estables, por ejemplo, en cajas con un grupo humeroso de
ratones, hay un aumento en la conducta agresiva, pues los animales tratan
constantemente de establecer una dominancia, lo cual puede ser observado

con frecuencia durante los procesos de cambios de cajas (51), lo que
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concuerda con la observacion de que la agresividad se reduce a un nivel bajo
en los ratones alojados en grupos reducidos con rangos estables, gracias a que
se anteponen las necesidades de supervivencia en grupo y se previenen de

luchas innecesarias (52).

Entre las limitantes mas importantes de la prueba de dominancia en tubo, se
encuentra la relativamente larga duracion de la prueba, ya que ademas del
tiempo necesario para la evaluacion propiamente dicha, se requiere un periodo
de habituacion por parte de los ratones al tubo. Asimismo, pueden surgir
complicaciones cuando se requiere evaluar repetidamente ratones a edades
determinadas, dado que serd necesario considerar su peso para asegurarse
gue pueden entrar y avanzar sin complicaciones adicionales a través del tubo.
A pesar de estas dificultades, la prueba de dominancia en tubo sigue siendo
considerada util para determinar la posicién jerarquica de los ratones, asi como

la observacion y valoracion de alteraciones en la conducta agresiva.
Pruebas de ansiedad

Otra conducta estudiada frecuentemente en el campo de las neurociencias es
la conducta de tipo ansioso, debido a su relaciéon con diversas afectaciones del
SNC y enfermedades neurodegenerativas, lo que ha generado la creacién de
modelos murinos para replicar dicho estado conductual, los cuales permiten
observar cambios por medio de pruebas de comportamiento. Entre las mas
usadas para evaluar la conducta ansiosa ,se encuentran los laberintos (en cruz,
en Y, elevado), la prueba de luz/obscuridad y la prueba de enterramiento de
canicas (42)(53). Estas pruebas permiten evaluar la conducta de tipo ansioso
en diversas cepas de ratones, al estar fundamentadas en aspectos etoldgicos,
como sus habitos nocturnos, su evitacion innata a espacios abiertos e

iluminados y su capacidad para excavar en diferentes terrenos (54).

Una de las consideraciones que se deben tener al elegir las pruebas para
evaluar la ansiedad, es sin duda, la practicidad. En el caso de los laberintos, se
puede sefalar que son pruebas utiles, pero requieren de un espacio grande y
exclusivo para mantener funcionales las estructuras que los conforman, lo que

implica necesariamente la movilizacion de los animales hacia el espacio donde



se ubican los laberintos, aspecto que puede tener efectos sobre las

manifestaciones conductuales (26).

Una opcion viable para los laboratorios que no poseen las estructuras de los
laberintos y en los casos en que se prefiere no movilizar a los animales es la
prueba de luz/obscuridad, dicha prueba requiere solamente la utilizacion de
una caja de acrilico transparente con una zonas obscurecida (los detalles y
medidas seran abordadas mas adelante). El transporte de estas cajas
adaptadas para la prueba hacia el alojamiento de los ratones resulta una
medida préactica, que reduce el estrés por movilizacion en los animales (55). La
prueba de luz/obscuridad se basa en la aversién natural de los ratones hacia
areas iluminadas y abiertas, lo que desencadena, de forma espontanea,

expresiones del comportamiento ansioso en estos animales (55)(32).

Otra opcidn viable para evaluar ansiedad es la prueba de enterramiento de
canicas, la cual permite observar y analizar diferentes tipos de trastornos
compulsivos y repetitivos, que son manifestaciones de conductas de ansiedad.
Dicha prueba utiliza la respuesta innata de los ratones que consiste en enterrar
y con ello hacer desaparecer de su entorno objetos amenazantes o
perturbadores (56). La cantidad de objetos enterrados depende en gran medida
de la intensidad de respuesta de excavacion del raton. Se ha observado que
ante la presencia prolongada de un objeto, la respuesta de excavar tiende a
disminuir con el tiempo, por lo que una conducta de excavacion repetitiva o
"compulsiva” ha podido ser asociada a estados patoldgicos de ansiedad (57).
Al igual que la prueba de luz/obscuridad, al tratarse de una prueba de conducta
innata, realizarla es sencillo, requiriendo solo de objetos pequefios (p.ej.

canicas) y del sustrato de las cajas de alojamiento.

Las pruebas de luz/obscuridad y de canicas son dutiles para realizar
evaluaciones de la conducta de tipo ansioso, proporcionando una gama de
variables que se pueden correlacionar con otros factores modificadores de los
estados de ansiedad. Al igual que otras pruebas, también tienen sus limitantes,
siendo la principal de ellas la frecuencia de evaluacién, solo permiten realizar
un maximo de dos sesiones de evaluacion por animal, ya que facilmente se

puede generar una habituacion en ellos, lo que provoca que la expresion del



comportamiento ansioso sea menor, porque los ratones dejan de considerar la

situacién de cada prueba como algo estresante.

Tanto para las pruebas de agresion como de ansiedad, han sido concebidos
software para evaluar las conductas. A principios de esta década, las
plataformas comerciales especializadas en rastreo de roedores comenzaron a
ofrecer paquetes de software que permiten la cuantificacion automatizada de
algunos comportamientos etolégicos como el aseo o la crianza en pruebas
como campo abierto o la inmersion de la cabeza en el laberinto elevado (58).
No obstante, el consenso actual es que estos sistemas comerciales funciona
de manera limitada para ciertas pruebas y cuantifican solo algunas medidas
etoldgicas, en comparacion con las observaciones y evaluaciones humanas
(59), sin mencionar que los equipos automatizados requieren de la
implementacion de habilidades computacionales avanzadas y una inversion de
capital inicial (60). A pesar de ello, esta creciendo la implementacién de los
estudios conductuales usando softwares (16), los cuales se realizan en
conjunto con la puntuacion humana, como el estandar mas aceptado para

colectar los datos de las pruebas de comportamiento (19).

Por ende una manera de comenzar esta sofisticacion en laboratorios donde el
acceso a los softwares especializados es limitado, es implementando el uso de
camaras de video, las cuales resultan dispositivos practicos y accesibles que
mejoran la capacidad de los investigadores para identificar, registrar e

interpretar visualmente cambios de comportamiento relevantes en tiempo real.

Esta alternativa permite validar las pruebas, al obtener un registro en video de
la realizacion de las mismas, lo que da la posibilidad de repetir las
observaciones grabadas, permitiendo que la observacion de cambios por parte

de los investigadores sea mas detallada y completa.

Por ultimo, es importante destacar la necesidad de utilizar practicas de manejo
no aversivos durante la realizacion de estas pruebas, ya que algunas
conductas, como las de tipo ansioso, son mas sensibles a la presencia de
factores que produzcan estrés en los animales, por lo que se debe vigilar que
los ratones se encuentren con los niveles minimos de estrés para evitar

alteraciones a la hora de realizar cualquier evaluacion.
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El ratbn como modelo de comportamiento en la investigacién
Uno de los puntos importantes en las investigaciones de la neuroetologia, es la

eleccion de la especie animal a usar como modelo. Anteriormente los animales
a evaluar se elegian con base en las consideraciones técnicas y la facilidad
para obtener resultados, dejando en segundo plano lo que realmente se queria
evaluar, es decir, el comportamiento de interés (16). El animal elegido como
modelo debe expresar patrones conductuales definidos para que puedan ser
analizados, sumado a que pueda ser mantenido y/o criado bajo condiciones de
laboratorio (61). El modelo animal que por excelencia ha sido elegido son los

ratones (Mus musculus), especie que posee una gran diversidad de cepas, que

se han logrado caracterizar a nivel genético y fenotipico, con lo que disminuyen
las variaciones que pueden afectar los resultados de los experimentos (62). Los
ratones constituyen un modelo pertinente para estudiar los mecanismos
neuronales que subyacen en el comportamiento, gracias a que se conoce cada
vez mejor sobre los circuitos cerebrales involucrados en comportamiento

expresados bajo las condiciones de laboratorio (50)(63).

Los ratones son usados ampliamente en los estudios del comportamiento por
poseer una gran adaptabilidad al medio ambiente, cuestion que favorece su
crianza bajo condiciones de laboratorio (62). Son animales sociales que viven
en grupos/colonias (64), han sido catalogados como animales “presa”, porque
en vida libre, suelen ser cazados por otros animales como felinos, aves, reptiles
y roedores como las ratas (65), por lo que parte de su conducta esta
determinada por esta condicion. Los ratones presentan patrones definidos de
comportamiento, por ejemplo, se conoce que son de habitos
nocturnos/crepusculares, de manera que en esos periodos con una menor
cantidad de luz, es cuando presentan una mayor actividad, a la par que
reducen notablemente sus actividades durante el tiempo de luz brillante (8).
Estos animales son activos, exploradores, muy agiles y capaces de realizar
multiples actividades como excavar, buscar comida, trepar, construir nidos,
roer, jugar, acicalarse o hacer montas entre individuos (tanto machos como
hembras) (68)(8), sin embargo, suelen evitar los espacios abiertos (66) y
poseen la tendencia a permanecer cerca de las paredes (tigmotaxis) (67). La

capacidad de roer es importante para su bienestar fisico, ya que sus incisivos
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al poseer una raiz abierta crecen continuamente a un ritmo de 1-2 mm por

semana (69).

La crianza de los ratones como animal de laboratorio ha permitido mejoras
continuas en sus cuidados y manejos, buscando su bienestar antes, durante y
después de su permanencia en los protocolos experimentales (70). Abordar el
bienestar de los ratones en entornos del laboratorio, requiere considerar sus
comportamientos naturales y brindar la oportunidad de que esos
comportamientos se expresen cuando sea apropiado (71), por ejemplo, permitir
un contacto social con congéneres compatibles es uno de los factores que
promueven las actividades como agruparse/acurrucarse en el nido, que ayudan
a reducir la aparicibn de comportamientos anormales, como lo son las
estereotipias (72)(73)(74).

Al establecer grupos de ratones en condiciones de cautiverio, se deben
considerar sus caracteristicas biolégicas. Un grupo puede conformarse de un
macho dominante, machos subordinados y hembras reproductoras (75)(76), o
bien de machos emparentados y hembras emparentadas, tomando en cuenta
la capacidad de alojamiento de las jaulas, dado que si esta es sobrepasada,
puede perturbarse la convivencia dentro del grupo, al verse trastocada la
jerarquia y establecerse un ambiente de competencia constante (76). La
estructura del entorno de un ratén juega un papel relevante en su capacidad
para manifestar comportamientos naturales, es asi que, la disponibilidad de
recursos y refugio dentro de la jaula puede condicionar en la presentacion de
algunos comportamientos como el sexual o conductas sociales. Por ejemplo,
en una jaula donde se carece de materiales para construir nido y de espacios
de resguardo, el raton dominante, al tratar constantemente de conservar su
territorio, puede responder con agresividad hacia los ratones subordinados y
provocar un ambiente que genere un estrés dentro del alojamiento, ante la
imposibilidad de los subordinados para huir o salir del territorio de un raton
dominante, como ocurre en el entorno natural (77), lo que a largo plazo podria

desencadenar conductas estereotipadas en los ratones subordinados.

12



Estereotipias en ratones
El comportamiento estereotipado es una alteracion de los estados basales de

conducta y se genera por una respuesta cerebral asociada a una frustracion
motivacional derivada de un estado constante de estrés, por lo que, la
presencia de estereotipias se considera como un signo de bienestar animal
deficiente (78). Los ratones con estereotipias presentan alteraciones que
repercuten en los resultados de las investigaciones, por lo que ademas de las
razones éticas para procurar el bienestar animal, es importante detectar a los
ratones que presentan comportamiento alterados, por ejemplo, aquellos que
muerden barrotes de las cajas, saltan constantemente, dan vueltas
unidireccionales sin algun propdsito claro o trituran excesivamente con sus
dientes los alimentos (79). Es conveniente sefialar que se ha encontrado que
algunas cepas son mas susceptibles a desarrollar estereotipias que otras,
como el caso de la cepa BALB/c, en la cual el acicalamiento y el montaje

repetitivo son estereotipias comunes (80).

La prevencion de estereotipias puede ser tomada como indicativo de que las
condiciones de alojamiento y manejo en los ratones son idoneas y que los
procedimientos practicados como parte de los protocolos experimentales son
adecuados para mantener el bienestar animal. Es importante destacar este
aspecto ante las personas que cuidan a los animales y para enriquecer la
formacién cientifica de quienes realizan los procedimientos experimentales,
resaltando la importancia de una adecuada manipulacion y sujecién durante los

periodos de duracién de los experimentos (81).

Recomendaciones de manejo no aversivo durante la

realizacion de pruebas conductuales con ratones
Las técnicas mas comunmente utilizadas para el manejo de ratones de

laboratorio fueron establecidas fundamentalmente sobre la base de la
practicidad para los manejadores, siendo la sujecidén a partir de la base de la
cola la forma estandar de manipulaban de estos animales (82). Dicho manejo
es practicado y ensefiado en la actualidad en muchas instituciones publicas
donde se trabaja con animales, ademas de ser referenciado en multiples
protocolos (83). Sin embargo, los conocimientos actuales permiten evidenciar

gue el sujetar y recoger a los ratones por la base de la cola, lejos de ser
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practico y seguro, es estresante para ellos y repercute en su estado de salud.
En un estudio realizado por Hurst y colaboradores en 2010 (84) se compararon
tres formas diferentes de manejo rutinario en ratones de las cepas C57BL/6,
BALB/c e ICR (CD-1), concluyendo que sujecion por la base de la cola induce
aversion y mucha ansiedad en dichas cepas, dado que su naturaleza como
animal presa los hace desarrollar reacciones de alerta para evitar la restriccion
y captura. Los autores describieron que al sujetar a los ratones por la cola hay
una mayor reaccion de evitacion del contacto con la mano del sujetador,
aumento de las respuestas de miccion y defecacién ante la manipulacién,
mayor frecuencia de posturas de proteccién, huida y de resistencia al manejo;
ademas usando la prueba del laberinto en cruz elevado, observaron un
aumento de las conductas ansiosas posterior al manejo por la cola. Estos
hallazgos fueron la base para el estudio de Gouveia y Hurst en 2013 (85), en
basqueda de una alternativa de manejo de rutina, surgié la utilizacion de
tuneles y la técnica de “mano ahuecada”, observando que en ratones de la
cepa C57BL/6 se generd una habituacion voluntaria a este tipo de manejo, que
mejoraba la interaccion con los manipuladores y presentaba una reduccion de
la ansiedad durante la prueba de laberinto en cruz. El procedimiento para usar
las técnicas de manejo con tunel o de mano ahuecada es sencillo de
implementar en los laboratorios, gracias a la capacidad de habituacién de los
ratones a dichos manejo. Esta habituacién se puede realizar de forma rutinaria
con los cambios de caja o durante procesos de aclimataciébn en cuarentena,
ademas de que llevarlo a cabo requiere de pasos simples que se pueden

ensefar a cualquier persona que maneje ratones en sus investigaciones (81).

Por su parte, Ghosal y colaboradores (86), utilizaron los métodos de manejo no
aversivo de tubo y “mano ahuecada “en sus trabajos con ratones, reportaron
una reducciéon del comportamiento de tipo ansioso y de los niveles de
corticosterona en sangre, aportando asi evidencia fisioldgica de que dichas
formas de manejo contribuyen a mejorar el bienestar animal en los ratones de

laboratorio.

Mejorar y fomentar las técnicas no aversivas de manejo y sujecion son parte
importante del bienestar de los animales en la investigacion, especialmente

cuando se trata de procedimientos rutinarios como los cambios de caja, que
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afectan de manera repetida y cotidiana a los animales. ElI empleo de este tipo
de técnicas favorece que las investigaciones se realicen aproximandose de
manera creciente al cumplimiento de los principios de las 3 R’s, que buscan el
Reemplazo de animales en investigacion con el uso de alternativas, la
Reduccion de la cantidad de animales empleados en la investigacion y el
Refinamiento de los cuidados y manejos para mantener el dolor, el estrés y el

sufrimiento al minimo (87).

Técnica de manejo con tubos
Para el manejo de los ratones con la utilizacién de tubos, se sugiere que éstos

sean de plastico o acrilico transparente, de manera que sea posible visualizar a
los animales cuando son recogidos, sin embargo, el uso de tubos de carton es

una alternativa econémica y funcional.
Los pasos para llevar a cabo este tipo de manejo son los siguientes:

1. Colocar la caja con ratones en una mesa de trabajo despejada y
disponer a la par una caja limpia para realizar el cambio de cajas.

2. Sostener el tinel con una mano a un costado de las paredes de la caja
con ratones.

Nota: Evitar colocar el tubo en medio de la caja, porque ello puede
ocasionar que los ratones eviten entrar en él.

3. Con la mano libre se debe guiar al raton (sin forzarlo) hacia el tunel,
tratando de que el tubo este pegado a la pared de la caja.

Nota: No se debe de perseguir al ratén con el tubo por toda la caja.

4. Una vez que el ratdn este dentro del tubo, se colocan las manos en los
extremos del tubo para tapar los orificios del mismo.

5. Una vez tapados los orificios con las manos, se debe levantar el tubo
con suavidad para evitar que el ratdon salga del mismo.

6. Procediendo con delicadeza, se deposita al ratdbn en la jaula nueva
destapando un orificio e inclinando ligeramente el tubo para que este
caiga suavemente sobre el piso de la caja. En algunos casos es posible
colocar al animal en la mano del manejador antes de colocarlo en la caja
nueva.

7. El procedimiento se repite con cada raton en las cajas de alojamiento.
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Este manejo se debe realizar con cautela y tranquilidad, pero con movimientos

firmes y rapidos.

Nota: Para un mejor entendimiento del proceso de manipulacion y cambio con
tubos se pueden revisar los videos 1, 2 y 3 incluidos en los anexos de este
trabajo.

Enriquecimiento ambiental
La mejora constante en el manejo y el bienestar de los ratones se respaldan

con la colocacion de materiales de enriqguecimiento ambiental, este término
hace referencia a cualquier objeto o practica que provoque la estimulacion
fisica y mental positiva de los animales en condiciones de cautiverio, lo que
favorece su calidad de vida (88)(89)(90). Anteriormente se tenia la idea de que
proporcionar enriguecimiento ambiental alteraba las evaluaciones conductuales
a pesar de no contar con una evidencia clara de ello, hoy en dia se conoce que
el enriquecimiento, lejos de perjudicar, reduce los niveles de estrés al satisfacer
las necesidades basicas de los animales en investigacion, previniendo la
aparicién de estereotipias y facilitando el manejo de las personas encargadas
de su cuidado (91)(92).

El enriquecimiento ambiental actualmente es considerado esencial en el
manejo de los ratones de laboratorio, porque aporta beneficios tanto para los

animales como para las investigaciones.

Para mayor informacion se sugiere consultar las referencias 89,90,91,92,93 y
94 sobre enriquecimiento ambiental en ratones de laboratorio incluidas en este
trabajo. Es importante tener en consideracién los puntos tratados en este
apartado para que las personas interesadas en realizar proyectos de
investigacion donde se practiquen pruebas de conducta en ratones tengan
conocimientos para llevar a cabo sus evaluaciones con los menores

contratiempos.

En los siguientes capitulos se abordaran las metodologias que han sido
implementadas para la ejecucion de pruebas de agresion y ansiedad que se

utilizan actualmente en ratones de laboratorio.

16



Imagenes

<
at
oy
-

La interaccion inicial suele ser
breve y va aumentando conforme
se avance en el proceso de
El proceso de habituacion habituacion.

es corto y concluye una
vez que los ratones se

acerquen voluntariamente

a la mano del manejador.

— — — ES————

Imagen 2.- Manejo no aversivo en ratones de laboratorio con el uso de
tubos.

Imagen 3.- Cambio de caja en ratones de laboratorio con la técnica de
mano abierta.



Andlisis de la informacién
Pruebas de ansiedad

Caracteristicas generales del comportamiento de tipo ansioso

en ratones de laboratorio
El termino ansiedad (del latin “anxietas”, hace referencia a un respuesta

adaptativa, que proporciona al organismo un mecanismo de “alarma” que lo
prepara para enfrentarse a una situacion de posible riesgo y prevenir
situaciones potenciales de peligro (95)(96). La conducta ansiosa se caracteriza
por la combinacion de distintas manifestaciones fisiolégicas ante la percepcion
de un estimulo amenazante, en las que se ponen en juego diversas sefiales a
nivel del SNC, que permiten al individuo en cuestion, el afrontamiento de una
situacion inesperada, a través de respuestas conductuales (97)(98). Cuando la
conducta de tipo ansioso se vuelve persistente, por causa de una alteracion en
la expresion de las respuestas ansiosas, cambia su utilidad adaptativa por una
cuestion patologica, siendo esto denominado como trastorno de ansiedad
(100). Los trastornos de ansiedad son afectaciones mentales donde se genera
una constante apariciéon de una respuesta conductual ansiosa, aln en ausencia
de algun estimulo desencadenante. Existen clasificaciones para nombrar a los
diferentes tipos de trastornos de acuerdo a la forma en la que se desarrollan:
de ansiedad generalizada (TAG), de panico (TP), ansiedad social (TAS), estrés
post-traumatico (TEPT), obsesivo-compulsivo (TOC), etc. (101), siendo el TAG
uno de los principales estados patolégicos que afectan significativamente la

salud y las actividades diarias de los sujetos que lo padecen (99).

Por su caracter anticipatorio, el comportamiento de tipo ansioso que expresan
los ratones, es considerado un comportamiento funcional y se concibe como un
mecanismo bioldgico adaptativo(99). Las expresiones del comportamiento
ansioso de los ratones son similares a las de otros mamiferos como los
humanos, ya que se mantienen patrones caracteristicos considerados
respuestas adaptativas de la conducta ansiosa, por ejemplo, presentan
conductas de hipervigilancia, intranquilidad, evitacién y escape. Cuando dichas
respuestas se vuelven exacerbadas, los ratones generan trastornos de
ansiedad semejantes a los estudiados en humanos, lo que ha llevado a que se

empleen como modelos animales para recabar informacion sobre este tipo de
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trastornos. Gracias a ello, existen diversas cepas de ratones que son clave
para ayudar a estudiar y comprender las respuestas expresadas durante
diversas fases del comportamiento ansioso, permitiendo esclarecer procesos
fisioloégicos y bioquimicos involucrados durante la manifestacion de dichos
trastornos, ademas de apoyar en el desarrollo tratamientos farmacolégicos
(25)(102).

El conocimiento del patrén conductual de los ratones ha sido de gran utilidad
para el estudio de las respuestas ansiosas, una respuesta clara de estos
animales ante una situacion de estrés es la de evitar los espacios abiertos y
desprotegidos en un entorno desconocido, siendo esto una variable a medir en
multiples pruebas de ansiedad (96). EI comportamiento de exploracion es otra
variable para evaluar los estados de ansiedad en ratones, ya que la exploraciéon
se inhibe gradualmente ante estados ansiosos constantes (53). Otra variable
caracteristica durante las pruebas de conducta ansiosa es la tigmotaxis, la cual
es una forma de exploracion donde los ratones tienden a permanecer pegados
a las paredes de la zona de evaluacion. La tigmotaxis disminuye conforme se
reducen los estados de ansiedad, pasando de explorar Unicamente cerca de
las paredes a la inclusién de las zonas céntricas en la exploracion que realiza
este animal, lo cual es util para diferenciar estados normales de ansiedad de

estados alterados (103).

Otra expresion conductual de los ratones, que es utilizada para observar
cambios en la ansiedad es la excavacién, el cual es un comportamiento innato
gue expresan estos animales y que les permite operar en diferentes sustratos
para la busqueda de alimentos o para la creacion de nidos (104). La conducta
de excavacion se ha estudiado en condiciones de laboratorio, donde se
relacion6 una actividad aumentada con problemas de hiperactividad y
compulsividad, signos caracteristicos de trastornos de ansiedad como el TOC
(57). Tanto el estudio diferenciado de cada una de estas expresiones
conductuales, como el analisis conjunto de los patrones conductuales
sefialados, permiten ahondar en el conocimiento de los trastornos de ansiedad
y establecer puntos de referencia para proponer posibles blancos terapéuticos

en el tratamiento de los problemas relacionados con la conducta ansiosa (105).
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Comportamiento ansioso en ratones de laboratorio durante las

pruebas
Las pruebas que evallan el comportamiento de tipo ansioso de los ratones

permiten observar los patrones conductuales ansiosos caracteristicos, como la
tigmotaxis o la excavacion, de igual forma se pueden registrar durante los
periodos de evaluacion, parametros como tiempos de permanencia, latencias y
namero de huidas a zonas determinadas, lo que aporta datos que pueden ser

analizados estadisticamente enriqueciendo los trabajos de investigacion.

Los patrones mencionados se caracterizan por posturas identificables, Utiles
para dar interpretaciones que permitan determinar si existen alteraciones del
comportamiento, asociado a efectos farmacolégicos, genéticos o ambientales.
Por tanto en este apartado se da una descripcion grafica de los patrones
conductuales comunmente observados en pruebas de evaluacion de la
ansiedad en ratones, que se pueden identificar y registrar durante la realizacion

de las mismas en un laboratorio.
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Posturas observadas durante las evaluaciones de

comportamiento de tipo ansioso

Los patrones de conducta ansiosa de los ratones siguen una secuencia

determinada, lo que permite la observacion, identificacion y registro de los

mismos. En el siguiente ejemplo, se describe el patron expresado por ratones
de la cepa C57BL/6 durante una prueba de luz/obscuridad, la cual es usada en

las investigaciones relacionadas con la ansiedad (Imagenes 4, 5, 6,7 y 8).

Imagen 4.- Escape )

La respuesta normal de
ansiedad de un ratén
ante un estimulo
aversivo es
resguardarse en una
zona obscura y
cubierta,para evitar
posibles peligros.

Se considera un escape

Imagen 5.-Hipervigilancia

Unavezenla )
zona "segura”, el
raton mantendra
una hipervigilancia

sacandoy
levantando la
cabeza para
captar olores, pero
dejando el cuerpo

Imagen 6.- Exploracion || . 1 [E1er]
comienza a disminuir su

conducta ansiosa, suele
salir de la zona obscura
para explorar y volver
al lado "seguro".La
postura de exploracion
se caracteriza por una
bipedestacion, de esta
forma consiguen
visualizar mejor su
entorno y captar mejor
los olores en busqueda
de sefales que
indiquen posible peligro.

J

cuando el raton coloca en la zona
las cuatro patas en la obscura, evitando
zona obscura/segura. salir d'e dicho
lugar. Y,
4
~ Imagen 7.-Tigmotaxis
Cuando un ratén N\

La tigmotaxis es
una respuesta
esperada durante
la expresion de la
conducta
ansiosa. Es una
forma de
exploracion
donde un ratén
recorre toda la
periferia pegado
a las paredes.

J

Imagen 8.-Exploracién
céntrica

\

Pasado el tiempo, el
raton deja de expresar la
tigmotaxis y comienza a
explorar las zonas mas
centricas,permanece
mas tiempo en la zonas
iluminadas y abiertas, lo
gue es indicativo de que
la conducta ansiosa
finalizo.
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Posturas observadas durante las evaluaciones de

comportamiento de tipo ansioso

En otro tipo de pruebas, como la de enterramiento de canicas, el conteo de

canicas enterradas, las veces que un ratdn muestra una postura de excavacion

y el tiempo que realiza dicha respuesta hacia las canicas o el sustrato son

variables de registro e interpretacion para determinar si existe una alteracion de

los estados ansiosos (Imagenes 9,10,11,12,13).

Imagen 9.-Postura de
__excavacion

l

La postura de
excavacion se inicia
cuando un ratén
coloca las dos patas

levantando la cola 'y
separando las patas
traseras.

delanteras frente a el,

\

J

Imagen 11.- Postura de
excavacion

El
encorvamiento
del ratén es
comun, de esta
forma el ratéon
mueve el
sustrato de un
lado a otro.

_

Imagen 10.- Postura de
excavacion

)

Posteriomente
mueve las
patas
delanteras de
forma repetida
para mover el
sustrato,que
pasa por
debajo de su
cuerpo.

Imagen 12.- Postura de
excavacion

Ah_—_——‘

~

El levantar la cola
durante la
excavacion
también es
caracteristico en
los ratones, de
esta forma ellos
dirigen hacia
donde expulsan el
sustrato.

e

Imagen 13.- Nivel de
excavacion

~

Otra forma de medir el
grado de excavacion,
es observando la caja
una vez que se retira al
raton. Se puede
observar que tan
profundo y repetido
excavo en un lugar
determinado al verse
un cimulo mas grande
de sustrato de un lado
de la caja que de otro.

J
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Pruebas de ansiedad en ratones
Prueba de luz/obscuridad

Aspectos generales
La prueba de luz/obscuridad, también conocida como prueba de preferencia

claro/oscuro o caja luz/obscuridad, es una de las mas utilizadas para
estudiar el comportamiento de tipo ansioso en ratones bajo condiciones de
laboratorio. Desarrollada por Crawley y Goodwin (106), surgi6 como una
evaluacion de la respuesta innata de los ratones a factores estresantes
leves (ambientes y luz novedosos) que desencadenan conductas de tipo
ansioso, teniendo la particularidad de no requerir un condicionamiento

previo de los animales, lo que hace sencillo y practico su empleo.

La base de esta prueba radica en la aversion innata de los ratones a la luz
brillante y los espacios abiertos. Al ser sometidos a un conflicto, en este
caso, ser expuestos durante un periodo corto de tiempo a un area abierta e
iluminada, cuando a la par se les proporciona una zona obscura y cerrada,
se desencadena una serie respuestas por parte de los ratones, en las que
se observan sus tendencias a explorar lugares nuevos y evitar los lugares
abiertos. Se conoce que los ratones (debido a sus habitos nocturnos)
preferiran entrar a la zona obscura y posteriormente explorar la zona abierta
e iluminada, evaluando la situacion desde un entorno seguro. Durante este
conflicto es donde se logra observar la conducta de tipo ansiosa, puesto
que dicho comportamiento proveera al raton de la informacion necesaria
para decidir salir hacia la zona iluminada o mantenerse en la zona obscura
(32). Las variables como el numero de transiciones de una zona a otra y el
tiempo de permanencia en cada zona pueden ser relacionadas con los

cambios en los estados de ansiedad.

La identificacion y registro de esos patrones conductuales favorece la
interpretacion del impacto de las variables en estudio al compararlos con los
cambios y respuestas que se presentan en estados ansiosos de los
animales en vida libre. De esta manera la cantidad y diversidad de los datos
obtenidos con esta prueba son fuente de enriquecimiento de los estudios.
(26).
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Utilizando la prueba de luz/obscuridad ha sido evaluada la actividad de tipo
ansiolitico/ansiogénico de diversos farmacos y se ha logrado asimismo
establecer el fenotipo de cepas transgénicas, al hacerse comparaciones de

las repuestas entre cepas de ratones (107).

Esta prueba no requiere de un equipo grande y sofisticado (como es el caso
de los laberintos), pues se pueden utilizar cajas de evaluacion con diversas
dimensiones, Bourin y Hascoet (32) registraron al menos 7 tamafos
diferentes de caja para realizar la prueba, lo que permite evaluar ratones y
pone de manifiesto su flexibilidad, adaptabilidad y portabilidad acorde a las
capacidades de cada laboratorio.

Fundamento etoldgico

Los ratones son animales que tienen habitos nocturnos, por tanto su mayor
periodo de actividad se da cuando hay pocas horas luz, son considerados
animales presa por ello sus estados de vigilancia y exploracion estan bien
caracterizados, siendo la hipervigilancia, las captacién de sefiales olfativas y
los movimientos de escape parte de sus respuestas conductuales (108).
Con base en lo anterior, se desarroll6 la prueba de luz/obscuridad, al
combinar la naturaleza exploratoria y la preferencia innata por zonas poco
iluminadas en un espacio compartido con una zona abierta e iluminada (32).
Al realizar la prueba, se genera un conflicto motivacional innato en los
ratones, al darle la opcién de tener una zona obscura para su resguardo y
una zona para explorar, lo que permite visualizar estados de ansiedad sin
necesidad de un estimulo condicionante, puesto que la respuesta
presentada por los ratones durante el tiempo de evaluacion se asemeja a la
respuesta innata ante estimulos ansiogénicos conocidos en su ambiente
(espacios abiertos, zonas brillantes, etc.). Es asi que las opciones de
conducta son menos estresantes para los ratones, ya que después de un
tiempo determinado, ellos alcanzan una adaptaciébn que les permite
regresar a su estado basal (26). De esta manera, la situacion recreada
simula lo observado en ratones en vida libre, quienes desde su madriguera,
realizan una evaluacion de los estimulos en el ambiente, antes de realizar

una exploracion fisica del lugar.
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Se ha reportado que existe una relacion entre el tiempo de exploracion y la
presentacion de diversas posturas, con alteraciones en los estados de
ansiedad, por ejemplo, un raton que pasa su mayor tiempo de permanencia
en la zona oscura, sin realizar posturas de exploracion, muestra un estado
alterado de ansiedad, ya que la limitacion de comportamiento exploratorio
se ha correlacionado con estados de trastornos de ansiedad generalizada y
trastornos de agorafobia (109). En el caso contrario, ha sido sefalado que
mientras existan transiciones de un raton de una zona a otra y posturas de
exploracién y atencion visibles en el ratén, se considera que se trata de una
repuesta de conducta de tipo ansioso esperada, puesto que explorar a la
par de que se resguarda en la zona segura es una respuesta comun (27).

Con el fin de favorecer la identificacion de las variables mencionadas, como
el tiempo en que permanece un raton en cada zona y las posturas
caracteristicas visibles durante esta prueba, se anexa una serie de videos
cortos tomados durante la realizacion de la prueba en ratones bajo

condiciones de laboratorio.
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Consideraciones antes de efectuar la prueba

Las pruebas que evallan el comportamiento de tipo ansioso son

susceptibles a diversos factores, la caja de luz/obscuridad no es la

excepcion, por lo que se debe de tomar en consideracidon los siguientes

puntos antes de iniciar la prueba:

Aunqgue inicialmente fue desarrollada en ratones macho, esta prueba es
atil para evaluar a ambos géneros sin complicacion alguna.

Las diferencias de cepa, peso, edad y tamafios entre los ratones influyen
en los resultados de la prueba, por lo que es recomendable mantener
estos parametros lo mas homogéneos posible.

Los ciclos de luz en los alojamientos deben estar bien regulados, dado
que la prueba solo se puede realizar durante los periodos con poca luz
natural (generalmente antes de las 10:00 am y/o después de las 5 pm.)
Factores macro/micro ambientales como el tipo de alojamiento, el ruido y
la falta de enriqguecimiento ambiental pueden alterar las respuestas de
los ratones, al contribuir al estrés crénico y a la presentacion de
estereotipias, por lo que es necesario cuidar dichos factores y mantener
condiciones estables que faciliten la interpretacion de los resultados
obtenidos en los estudios.

Los factores de manejo y habituacion por parte de los realizadores
pueden tener repercusiones directas en los comportamientos
expresados por los ratones, por lo que emplear manejos no aversivos es
lo ideal para prevenir alteraciones conductuales.

Identificar correctamente a los animales facilitard el seguimiento de los
sujetos durante el periodo de prueba, para ello el marcaje de la cola es
una opcion recomendable.

Cada evaluacion de manera individual y debe de colocarse un solo ratén
por evaluacion en la caja de luz/oscuridad.

Es aconsejable que las sesiones de prueba tengan una duracion minima
de 5 min y maxima de 10 minutos, no deben realizarse mas de DOS
evaluaciones por raton, dado que después de este tiempo los animales

se habitian a la caja, inhibiendo las respuestas ansiosas.
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e El uso de una fuente extra de luz (lampara de luz), para iluminar la zona
abierta es de utilidad para generar un mejor efecto durante la prueba.

¢ Realizar videograbaciones de las pruebas realizadas genera un registro
que permite analizar el comportamiento de manera repetida y mas
detallada, lo que favorece la validacion de los resultados.

e Por razones éticas y de calidad de los experimentos (que favorecen que
las respuestas basales sean las esperadas), es necesario asegurar el
bienestar de los ratones durante todo el proceso de evaluacion.

Materiales requeridos

e Caja de evaluacion de acrilico con una zona obscura y una zona

iluminada (Imagen 14).

Nota: El tamafio de la caja y la division de los compartimientos varia de
acuerdo con los objetivos del estudio. Para fines de este trabajo se pondra
como ejemplo una caja de 46 cm x 27cm x 30 cm, medidas sugeridas por

Hascoet y Bourin (32).

e Atomizador con alcohol al 70%

e 3 CronOmetros

e Camara de video

e Marcador/plumon de tinta indeleble

e Hoja de registro

e Tubos de manejo para ratén(opcional)
e Lamparade luz

e Contador de mano

Imagen 14.- Ejemplo de la caja de
luz/obscuridad
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Fase de preparacion

Preparacion de los animales
1. La presencia de otras personas influye en la expresiéon de algunos

comportamientos al generar estrés en los animales, por lo que los
observadores y/o manejadores deben de haber realizado y practicado
una habituacién con manejo no aversivo en los animales previamente a
la realizacion de las pruebas (videos 1y 2).

2. Marcar a los animales a evaluar con un marcador de tinta indeleble para
la correcta identificacion de los mismos.

3. Llevar a los animales al lugar de evaluacion antes de iniciar cualquier

prueba.

Nota: El lugar de evaluacién debe ser diferente al cuarto de alojamiento, para
evitar un estrés en los demas animales del alojamiento durante la prueba, esto
debido a la posible existencia de vocalizaciones y olores durante la prueba, no
debe de existir ruido excesivo y/o presencia de otros animales distintos a los

gue se van a evaluar en el cuarto de evaluacion.

4. Dejar un lapso de al menos 30 minutos a los animales en el lugar de
evaluacion para permitir que retomen un estado estable previo a las
evaluaciones (ver imagen 15).

5. Transcurrido este tiempo se procede a realizar la evaluacion en la caja

de luz/obscuridad.

Imagen 15.- Montaje de la prueba luz/obscuridad en el cuarto de evaluacion.
a) Se observa a los animales a evaluar en proceso de aclimatacién b)Camara de
video para grabar las pruebas
c) La caja de luz/obscuridad montada con una lampara para generar la aversion a la
luz.




Preparacién de la caja de luz/oscuridad
1. Colocar la caja de luz/obscuridad en la mesa de evaluacion y marcar la

zona en la que es colocada (ver imagen 16).

2. En caso de usar una ldmpara, este debe de ponerse encima de la zona
obscura e iluminar en su totalidad la zona de luz para asegurar que se
genere dicho estimulo.

3. Colocar la camara de video de tal manera que se puedan visualizar las
dos zonas sin mayor problema.

4. Una vez colocada la caja de evaluacion, la lampara y la camara se

puede proceder a realizar la evaluacion de los animales.

Imagen 16.-Preparacion de la caja luz/obscuridad.
a) La zona de la caja se encuentra marcada para asegura que sea colocada en el
siempre en el mismo lugar.
b)La ldAmpara ilumina toda la zona descubierta lo que genera mayor presencia de luz.
c)Para visualizar ambos compartimentos, la camara de video se dispone en un
costado o frente a la caja, segun la preferencia del evaluador.
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Fase de evaluacion

1.

Con el uso de un tubo de manejo o con la técnica de la mano ahuecada
se coloca a un solo ratén en el centro la zona iluminada (ver video 1, 2y
3).

El evaluador debe de colocarse en una posicion tal que observe ambas
zonas desde un punto medio, es decir, que se encuentre a la mitad de la
caja, el sera el encargado de monitorear y manejar los cronOmetros para

medir los tiempo en la zona luz y la zona oscura.

NOTA: Es necesario evitar que se maneje a los ratones sosteniéndolos de

la base de la cola, puesto que esto induce estrés y genera alteraciones en

las conductas ansiosas de los animales (ver video 2 y 3).

3.

La contabilizacién del tiempo de prueba es iniciada con un cronémetro,
una vez que el ratobn es colocado en la caja, usando una cuenta
regresiva de 5 minutos (o 10 minutos segun sea el caso) con un
cronémetro, a la par se inicia la videograbacion. La medicion del tiempo
que el ratdbn pasa en la zona iluminada (TL) se hace con otro
crondmetro, que se inicia a la par de la cuenta regresiva.

Cuando un ratén tenga las cuatro patas dentro la zona oscura, se debe
parar el conteo del tiempo en la zona iluminada y con otro cronémetro
iniciar el conteo en la zona oscura (TO). Este paso debe repetirse cada

que un ratén pase de una zona a otra.

NOTA: La primera pausa de tiempo cuando un ratdén cruza por primera vez

de la zona iluminada a la zona obscura se considera la latencia de entrada

(LA), por lo que el evaluador debe de estar capacitado para identificar este

momento.

5.

Cada vez que un raton pose las cuatro extremidades en una zona, se

considerara un cruce, el cual debe ser registrado.

El registro de estas variables se representa en los videos 4, 5y 6 del anexo

de este trabajo.
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Fase final de la prueba

1. Una vez que concluya el tiempo general de evaluacién (5 o 10 min) se
deben detener los crondmetros de registro y la videograbacion.

2. Con un manejo no aversivo se debe de regresar al raton evaluado a una
caja de alojamiento limpia.

3. El registro completo de la prueba debe de incluir los tiempos en luz, los
tiempos en obscuridad, la latencia de entrada, el nUmero de cruces y las
posturas que se observen en la videograbacion.

4. Al término de cada evaluacion, y una vez retirado el raton de la caja de
evaluacion, se debe de proceder a limpiarla eliminando cualquier rastro

de orina o heces y desinfectarla con alcohol al 70%.

NOTA: Estos pasos se deben realizarse cada que se termine una

evaluacion.

5. Cuando la caja esté limpia, se procedera a repetir los pasos de su
preparacion y los pasos de una nueva fase de evaluacion.

6. Una vez concluidas todas las evaluaciones, se debe hacer una limpieza
y desinfeccién la caja con alcohol al 70% y proceder a desmontar el

cuarto de evaluacion.
Anexo Prueba de caja luz/obscuridad

Para un mejor entendimiento del proceso de realizacion de esta prueba se
pueden consultar los videos los videos 4, 5y 6 incluidos en los anexos de este
trabajo.
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Prueba de enterramiento de canicas

Aspectos generales
La prueba de enterramiento de canicas, también llamada prueba de

excavacion, fue diseflada para observar y medir la modificacibn de esta
conducta de los ratones en situaciones particulares o variables a las que se
expone a los animales. La conducta de excavacion compulsiva se ha asociado
con la aparicion de conductas repetitivas en modelos murinos, similares a las
observadas en los trastornos obsesivo compulsivo (TOC) y trastornos del

espectro autista (TEA) de los seres humanos (33).

La prueba se basa en la conducta innata de los ratones de excavar y enterrar
objetos en diferentes sustratos, la cual es expresada como mecanismo de
defensa ante objetos que consideran aversivos. Al colocar a un raton en su
caja con material de cama y un numero determinado de objetos brillantes
(canicas) se genera un conflicto en los ratones, quienes tienen aversion hacia
la presencia de objetos desconocidos en su ambiente. Esto desencadena la
expresion de conductas de excavacion, que tiene la finalidad de ocultar dichos
objetos, esta conducta es temporal, ya que normalmente finaliza transcurrido
un tiempo, debido a que los ratones dejan de percibir el objeto como un
estimulo aversivo. Sin embargo, estd reportado que ante variables que
desencadenan estados ansiosos persistentes, el nUmero de canicas enterradas
aumenta (57).Es asi que el enterramiento excesivo de canicas es el punto de
partida en la identificacion de cambios en los estados ansiosos, ya que a través
de esta prueba ,se ha permitido valorar el efecto ansiolitico de diversos
farmacos, cuya administracion en modelos murinos fue correlacionada con la

disminucién de canicas enterradas (110).

Es considerada una prueba practica, facil de ejecutar y econémica dado que no
requiere de otro equipamiento especial mas alla de las cajas de alojamiento, el
sustrato de cama y canicas de vidrio. Gracias a su simplicidad, la capacidad de
evaluar multiples ratones a la vez y de generar datos utiles, es una opcion en
laboratorios que busquen iniciar un trabajo conductual relacionado con

conductas de tipo ansioso (111).
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Fundamento etolégico

El comportamiento de excavar se ha observado de manera innata en ratones
bajo condiciones de laboratorio, por ejemplo, en las cajas de alojamiento los
ratones tienden a excavar el sustrato para construir nidos o bien para ocultar
objetos como materiales de enriquecimiento, alimento e incluso se ha
observado que realizan dicho comportamiento para esconder cadaveres de
compaferos de caja (104). Este comportamiento es considerado como una
respuesta sensible a diversos factores y se puede modificar por diversos
tratamientos farmacolégicos o lesiones a nivel cerebral, ademas de ser til para
realizar el fenotipo de diversas cepas de ratones (112). Njung’e y Handley han
reportado que la excavacidn excesiva/repetitiva es un comportamiento
estereotipado asociado a estados de ansiedad alterados, reportando que el
diazepam, farmaco ansiolitico, administrado a diferentes dosis, redujo la accién
de excavar en ratones (110). Al exponer a los ratones a un determinado
namero de objetos en sus cajas, se podra visualizar el grado de excavacion
que expresan y determinar la existencia de alguna alteracién en la respuesta
conductual. Gracias a la base innata de este comportamiento, esta prueba es
reconocida por no causar un dafio, dolor o sufrimiento prolongado en los
ratones que son evaluados, brindado la oportunidad de realizar evaluaciones
conductuales simples pero significativas. Los datos obtenidos a partir de esta
prueba, como el numero de canicas enterradas, el tiempo de excavacion y la
profundidad de la excavacién, se pueden medir y analizar para encontrar

alteraciones a nivel conductual (111).
Consideraciones antes de efectuar la prueba

Las pruebas gue evallan el comportamiento de tipo ansioso son susceptibles a
diversos factores, este caso no es la excepcion, por lo que se debe de tomar en

consideracion los siguientes puntos antes de iniciar la prueba:

e Esta prueba se puede emplear de manera indistinta en ratones de
ambos sexos

e Las diferencias de cepa, peso, edad y tamafos entre los ratones
influyen en los resultados de la prueba, por lo que es recomendable

mantener estos parametros lo mas homogéneos posible.
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Identificar correctamente a los animales facilitara el seguimiento de los
sujetos durante el periodo de prueba, por lo que el marcaje de la cola es
una buena opcidn para identificar a los ratones.

Solo se puede realizar un maximo de 2 evaluaciones por raton.

Solo se debe colocar a un ratén por caja de evaluacién, pero a diferencia
de otras pruebas, se pueden colocar varios ratones de manera
simultanea en diferentes cajas.

El tiempo maximo y unico de duracion de esta prueba es de 30 minutos.
Realizar videograbaciones de las pruebas permite generar un registro de
las pruebas realizadas, para analizar con mayor detalle el
comportamiento.

El enriguecimiento ambiental ayuda a promover la excavacion en los
ratones, por lo que es recomendable que sea proporcionado antes y
después de los periodos de prueba.

Materiales requeridos

Cajas de alojamiento limpias

Material de cama (preferible viruta de madera/aspen chip)
Canicas de vidrio de 1.5 cm de diametro

Atomizador con alcohol al 70 %

Bolsa de desechos de cama

Tapas de caja transparentes

Marcador plumoén de tinta indeleble

Cronémetro

Hoja de registro

Regla

Camara de foto/video
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Fase de preparacion

Preparacion de los animales
1. La presencia de otras personas influye en la expresiéon de algunos

comportamientos al generar estrés en los animales, por lo que los
observadores y/o manejadores deben de haber realizado y practicado
una habituacion con manejo no aversivo en los animales previo a la
realizacion de las pruebas (videos 1, 2,3).

2. Marcar a los animales a evaluar con un marcador de tinta indeleble para
la correcta identificacion de los mismos.

3. Llevar a los animales al lugar de evaluacién antes de iniciar cualquier

prueba.

Nota: El lugar de evaluacion debe ser diferente al cuarto de alojamiento
para evitar que los estimulos como ruidos, vocalizaciones u olores que se
presentan durante la prueba, provoquen estrés en los demas animales del

alojamiento.

4. Permitir que los animales transportados al lugar de realizacién de la
prueba, tengan al menos 30 minutos en la nueva ubicacién antes de
iniciar la evaluacién, para permitir que retomen un estado de

tranquilidad.
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Preparacion de la caja de evaluacién
1. Llenar una caja de alojamiento limpia con 5 cm del material de cama,

aplanarlo con la mano dejando la superficie firme y uniforme (Imagen
17).

2. Colocar 20 canicas en hileras de 4 filas de 5 canicas cada una,
distribuidas de manera uniforme sobre el material de cama por toda la
superficie, procurando que ninguna se mueva o hunda (Imagen 18).

3. Una vez colocadas las canicas, tomar una foto vista desde arriba la cual
sera un registro previo que se utilizara para hacer una comparacion al
finalizar la prueba (Imagen 18).

4. Colocar la camara de video de tal forma que se tenga una vista general

de la caja (Imagen 19).

.
2021/7/26 08:57

Imagen 17.-Caja con 5 cm de Imagen 18.- Ejemplo de caja
viruta/material de cama. con acomodo de canicas.
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Imagen 19.- Montaje de la prueba de
enterramiento de canicas en varias cajas de
manera simultanea.

Fase de evaluacion

1. Colocar al ratdn en una de las esquinas de la caja, procurando no mover
ninguna canica con esta accién (Imagen 20, 21) y colocar una tapa
transparente para cubrirla caja.

2. Una vez que el ratdn tiene las cuatro patas en la caja, se inicia el conteo
del tiempo de duracién de la prueba (30 min) con un cronémetro, a la par
se inicia la videograbacion.

3. Durante el tiempo de evaluacion se puede registrar a la par con otros

cronometros el tiempo de excavacion de cada animal.

Nota: La sencillez de esta prueba posibilita la evaluacion simultanea de varios
animales en cajas diferentes, en una sola ronda siguiendo los pasos de la

preparacién de caja y la fase de evaluacion (Imagen 22).
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Imagen 20.-Colocacion de un Imagen 21.- Colocacion de
raton para la prueba de raton para la prueba de
enterramiento de canicas enterramiento de canicas.

10:14

2021/71/26

Imagen 22.-Montaje de la prueba de enterramiento de
canicas con varias cajas a la vez.
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Fase final de la prueba

1. Una vez concluido el tiempo de evaluacion, se debe detener la
videograbacion y retirar a los ratones con sumo cuidado, evitando mover
o alterar la posicidn de las canicas y de la excavacion realizada por los
mismos.

2. Antes del conteo de canicas enterradas y no enterradas, se debe de
tomar una foto vista desde arriba, para poder realizar la comparacién del
antes y el después de la prueba (Iméagenes 23, 24, 25,26).

3. En caso requerido, se puede hacer un registro del grado de excavacion
por caja antes de iniciar el conteo de canicas enterradas (Imagen 27).

4. Contabilizar y registrar el nimero de canicas enterradas por raton.

NOTA: Una canica se considera enterrada cuando tres cuartas partes de su

superficie estan cubiertas por el material de cama (Imagen 28 y 29).

5. Una vez terminado el conteo, se retiran todas las canicas y se les lava y
desinfecta con alcohol al 70%

6. Al final de la prueba, el material de cama en la caja debe desecharse, la
caja debe limpiarse con alcohol al 70 % y colocarse con nuevo material
de cama para ser utilizado una vez mas

7. Se repiten los pasos de la fase de preparacion, antes de proceder a una
nueva evaluacion.

8. Una vez concluidas todas las evaluaciones, se desecha apropiadamente
todo el material de cama y se lavan todas las canicas usadas.

Anexo prueba de enterramiento de canicas

Para un mejor entendimiento del proceso de realizacion de esta prueba se

pueden consultar los videos 7,8 y 9 incluidos en los anexos de este trabajo.
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Imagenes Pruebas de enterramiento de canicas

Imagen 23.-Caja con canicas
antes de iniciar la prueba

Imagen 25.- Caja con canicas
antes de iniciar la prueba
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Imagen 24.- Caja con
canicas después de la
prueba

Imagen 26.- Caja con canicas
después de la prueba




Imagen 27.- Ejemplo del grado de excavacion (indicado con una linea negra) en
una caja de evaluacion al finalizar la prueba de enterramiento de canicas.

Imagen 28.- Canicas no enterradas
colocadas en la superficie de la caja
de evaluacion.
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Imagen 29.- Canicas enterradas
después de realizada la prueba.




Pruebas de agresion

Caracteristicas generales de la conducta agresiva
La conducta agresiva es concebida como parte del repertorio de

comportamientos agonisticos presentes en los animales y pertenecen a una
forma de interaccidn social, relacionados con enfrentamientos y oposiciones
entre individuos (113).Histéricamente en 1978, Lorenz describid la conducta de
agresion desde un enfoque etoldgico, indicando que la misma deriva de una
base fundamental de instintos e impulsos tradicionales asociados con la
comunicacién animal. Actualmente la etologia centra su atencion en explicar
las causas y formas adaptativas de dicho comportamiento, resaltando que
parte de las causas de la generacion de la conducta agresiva estan
relacionadas con el establecimiento de ventajas bioldgicas en vida libre (114).

De manera general el término “violencia” se utiliza como sinébnimo de
“agresividad”, sin embargo, los estudios en animales sugieren que la agresion y
la violencia son fenémenos distintos, por lo que es importante definir ambos
términos para evitar confusiones (115). La conducta de agresion es una forma
de interacciéon social que conduce a un punto donde una de las partes
involucradas acepta un sometimiento y se obtiene una cierta ventaja en
cuestion, por ejemplo, el acceso primordial a algun recurso. Por su parte, el
término “violencia” no existe como tal en animales, si bien se reconoce el caso
de animales que exhiben agresiéon escalada/patologica que se define como una

forma exagerada de agresion que culmina en un dafio extremo (116).

El comportamiento agresivo, al ser una forma de comunicacion adaptativa, es
parte de los repertorios conductuales normales de los animales, cada especie
se caracteriza por poseer manifestaciones y despliegues propios de conducta
agresiva, con patrones definidos que se pueden observar al existir un contacto
entre oponentes (117). La manifestacién considerada como la adecuada de la
conducta agresiva depende del contexto en el que se desarrolla, de la especie
en cuestion, de la biologia y del estado de salud de los animales para
expresarse de forma adecuada. Los patrones conductuales agresivos que se
observan en los animales van desde posturas corporales, erizamiento del pelo,

gruiiidos y vocalizaciones para intimidar/ amenazar a otro sujeto, hasta ataques
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fisicos directos que incluyen mordidas, golpes, derribos y persecuciones
(118)(119).

La clave para diferenciar la conducta agresiva normal de una conducta

agresiva patoldgica estd en describir la secuencia de patrones expresados en

un encuentro entre un actor y su oponente (120). Natarajan y Caramasch (121)

han descrito las secuencias cronologicas de la expresion de patrones

conductuales agresivos, postulando que la presentacion de una conducta

agresiva incluye cuatro eventos sucesivos:

1.

Intencion. Cuando un animal tiene un encuentro con un oponente,
ambos evaltan la situacion a través de una serie dinamica de
movimientos que incluyen la observacion, olfateo y vocalizacion durante
un breve periodo de tiempo. En una situacion tipica de encuentros
agonisticos, esta parte permite estimar si el encuentro puede convertirse
en pelea o bien reconocer que no hay necesidad de llegar a ello.
Ritualizacién. Es el siguiente paso en el patron de conducta, se
caracteriza por la expresion de acciones agonisticas discretas,
transitorias y que no implican un contacto directo, dichas acciones
suelen considerarse una advertencia del potencial del contrincante, ya
gue a menudo suelen exponer sus “armas” (dientes, garras, tamano,
realizar azotes de colas o extremidades, etc.). En este punto los
encuentros agonisticos se pueden resolver sin una lucha, gracias a que
el ritual de exponer su equipamiento de ofensa/defensa cumple la
funcibn de mandar una sefial suficientemente clara para evitar una
pelea.

Pre-escalamiento/agresion mediada. En esta etapa ocurre lo que se

considera una agresién normal, en la cual se presenta el contacto fisico

directo entre los dos oponentes (pelea) y se exhiben empujones,
patadas, golpes de cola, mordeduras, etc. Este paso concluye con la
rendicion por parte de uno de los contrincantes, y con el establecimiento
de una dominancia entre los oponentes.

Agresion escalada. En una agresion animal normal, la pre-escalacion
suelen marcar la finalizacion de un encuentro, sin embargo, se dan

casos donde ningun oponente se retira o bien existe una alteracion de la

43



conducta, que comienza con la ultima secuencia del patron conductual,
marcada por acciones mas enérgicas y potencialmente peligrosas (por
ejemplo: morder puntos vitales o atacar zonas mas sensibles como los
genitales), este aumento progresivo de la intensidad del conflicto es
denominado escalada y es considerado poco comun en los encuentros
agonisticos. Si en este punto cualquier participante se retira, la escalada
se considera corta, pero de no ser asi entonces el conflicto se resolvera
hasta que alguno de los participantes ya no pueda continuar o en casos

extremos pierda la vida.

La agresién escalada no suele presentarse en todas las peleas de la vida del
animal. Su ocurrencia puede verse favorecida en situaciones extraordinarias,
por ejemplo: cuando existe una limitacion de recursos, un riesgo de
mantener/obtener estatus social o bien algun factor externo que genere una

alteracién de la agresividad

Resumiendo, la agresividad normal/mediada es un comportamiento adaptativo,
funcional, dinamico, flexible y con un grado de estructura logrado mediante un
patréon de acciones/reacciones entre los oponentes en conflicto, su fin es
causar solo el dafio estrictamente necesario para alcanzar un objetivo, a
diferencia de la agresion escalda, considerada una alteracién conductual que
suele ser descontrolada al grado de causar dafos irreversibles hacia el
oponente sin un objetivo funcional (121).

Es importante considerar estos criterios en los estudios donde se evalua la
agresion en los diversos modelos animales. Es conocido que los ratones
presentan una cadena de conducta agresiva bien caracterizada bajo
condiciones de laboratorio, lo que ha permitido generar diversos modelos para
el estudio de la agresion(29)(123). Comprender y conocer la “cadena de
comportamiento agresivo” que poseen dichos modelos, es fundamental, como
referencia para juzgar lo que se considera una conducta normal (122) y

diferenciarlo de algin cambio relacionado con alguna variable en el estudio.
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El conocimiento de la cadena del comportamiento agresivo de los ratones
durante un encuentro agonistico ha permitido establecer pruebas conductuales
con diversas variables de agresion, por el contrario el desconocimiento de las
secuencias de agresion puede generar confusion e interpretaciones erroneas
entre la agresion mediada y las formas anormales de agresividad. En la
actualidad se cuentan con los resultados de investigaciones que se han
enfocado a describir cuestiones de la heredabilidad del comportamiento
agresivo, de los genes involucrados en su modulacion, de los factores
ambientales que podrian modificarlo y las diversas areas del cerebro que se

relacionan con su expresion (126).

Se han establecido ademas, criterios para seleccionar a las cepas de ratones
qgue resultan mas adecuadas como modelos de agresividad, siendo las cepas
C3H,CBA y CD1 las que muestran una mayor prevalencia de conducta
agresiva, mientras que las cepas C57BL/6 y BALB/c exhiben una prevalencia
baja. Por otro lado, la crianza selectiva de ratones con deficiencia de
receptores de serotonina del tipo 5-HT (1A) involucrados en la modulacion de la
conducta agresiva ha permitido el desarrollo de diversas lineas de ratones
agresivas (TA) y lineas no agresivas (TNA)(124), asi como de ratones salvajes
(WT) con latencias cortas (SAL) y largas (LAL) de ataque (125). Las
interacciones agonisticas de estas lineas coinciden con la secuencia descrita

por Natarajan y Caramasch (121).

Comportamiento de tipo agresivo en ratones de laboratorio
Como hemos sefalado, para obtener e interpretar los resultados de las

evaluaciones de conducta agresiva es necesario identificar correctamente los
patrones en cada parte de la cadena de comportamiento agresivo en ratones,
para ello resultan de gran utilidad los trabajos como el de Mackintosh y Grant
(127), que describieron un patron de posturas de conducta social en diferentes
roedores, incluidos los ratones, y el desarrollado por el Dr. Joseph Garner de la

o 1}

Universidad de Stanford, quien publicé el “Etograma del raton” que, con el
apoyo de diversos videos, muestra diferentes comportamientos de la especie
(123). Sin embargo, es necesario sefalar que en ambos casos la parte de
agresividad es desarrollada de manera general y sin una descripcion de los

patrones que se presentan durante un encuentro agonistico.
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Por lo anterior, tomando como referencia la secuencia descrita por Natarajan y
Caramasch, en este apartado se describira los patrones conductuales
agresivos del raton y las variables identificadas en los encuentros agonisticos
durante las pruebas de agresion practicadas para la elaboracion del presente

trabajo, las cuales son descritas en el siguiente apartado.
Intencion

Es el inicio de la cadena de conducta agresiva, se expresan en combinacion
con la conducta exploratoria (Imagen 30), la cual permite a los ratones evaluar
la zona en la que se encuentran. Puede ir acompafiada de interacciones
sociales con olfateos ano-genitales (OAG) (Imagen 31), por parte de ambos
ratones, siendo esta una variable a registrar. En algunas ocasiones se puede
observar el denominado “all-grooming” (Imagen 32) en ambos ratones como
parte de una interaccion social. En este punto ambos ratones consideran si se

procede o no con el encuentro agonistico.

Imagen 30.-Exploraciéon

Imagen 31.- Olfateo Ano-genital

. )
Los ratones ) 37 | Posteriorala

exploran exploracion, los
primero el area, ratones
antes de realizan un
cualquier olfateo ano-
interaccion , genital como
mostrando una forma de
posturas en dos interaccion
— patas como una para determinar
L . r_T(]jane_;a de si existe un
identificar _ ) reconocimiento
olores. 2019-01_01/00: 14,157 [RNSASN RN

Imagen 32.- All-grooming
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Ritualizacion

El siguiente paso es la ritualizacion, en la cual los ratones expresan posturas

de amenaza, siendo los traqueteos de cola (TC) (Imagen 33) una variable de

registro, porque se ha observado que anteceden a un ataque. Las montas

(Imagen 34) son otra variable que se llega a observar en este punto, que suele

presentarse en los machos tanto en la conducta agresiva como en la conducta

sexual. En las jerarquias estables, las amenazas bastan para generar la

sumisién y/o huida por parte de uno de los contrincantes, con lo que finaliza el

encuentro. En algunos casos durante esta fase se pueden presentar mordidas

(Imagen 35) y persecuciones (Imagen 36), aunque suelen ser poco frecuentes.

e 2
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Imagen 33.-Traqueteo de Cola
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Pre-escalacién/agresion mediada

La agresion mediada representa la gran mayoria de las interacciones
agonisticas de los ratones, siendo los dominantes los que expresan la
conductas ofensivas de la agresion que incluyen posturas de “Parryng” (PA)
(Imagen 37), postura que consta de caminar y “aumentar” su tamafo, seguidas
de posturas de “Boxing” (BX) (Imagen 38), donde realizan movimientos
intencionados combinados con golpes y patadas alternados hacia el oponente,
acompafiados con mordeduras agresivas (MO) hacia zonas especificas: dorso,
abdomen y zona genital. Los ratones contrincantes muestran la parte defensiva
de la conducta de agresion, que consta de posturas de “Clinch”, donde parado
sobre sus patas traseras, el animal estira las patas delanteras a modo de
evitar/alejar el ataque del raton que exhibe los patrones ofensivos. De manera
general este punto del patrén de defensa termina con una postura de sumision
(PS) (Imagen 39) por parte del raton defensivo, que consiste en colocarse en
posicion erguida con las patas delanteras retraidas y el vientre expuesto. Una
vez mostrada la sumision por parte de un ratdn, las interacciones agonistas
finalizan inmediatamente generando un estado de dominio-subordinacion.
Todas las variables mencionadas se pueden contabilizar como parte de las

evaluaciones de agresién normal de los ratones.

" " ™ Imagen 38.-
Imagen 37."Parryng LSZ‘ pgrsrt urgas Pelea/"'Boxing" Los ratones
'Zony 2 < usan sus
i patas para
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cuando golpeary
se
ani?nrg%%s se mantienen
muestran ; erguidos
alertas 'y | para buscar
i someter a
dispuestos a o
pelear. ) oponente.

Imagen 39.- Postura de sumision

La agresion termina cuando un
ratbn muestra una postura de
susmision, retrayendo las
manos,mostrando el abdomen
en sefal de rendicion.
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Agresion escalada

Esta situacion ocurre cuando las interacciones aumentan de intensidad al
grado de convertirse en peleas que ponen en riesgo la vida de los oponentes.
Los ratones muestran alteraciones en esta parte de la cadena de agresion,
dado que no existe sumision por parte de algin oponente o bien existe una
alteracion por parte del agresor. Los ataques son constantes (Imagen 41) con
mordidas hacia zonas vitales, aun cuando uno de ellos haya mostrado ya una
postura de sumisién, o un sometimiento total (Imagen 40), el ratén atacante
continuara exhibiendo conductas agresivas, en el mejor de los casos aceptara
la sumision del otro individuo, sin embargo al ser un estado poco comun, la
constante expresion de agresividad puede desencadenar otras conductas en el
raton sumiso (de miedo por ejemplo) (Imagen 42). En este punto todas las
formas de ataque son muy variadas, por lo que se pueden contabilizar para
determinar la alteracion en la conducta agresiva, aunque se debe tener
extrema precaucion durante este evento puesto que la agresion puede llegar a
ser peligrosa para los ratones al provocarles lesiones graves en diversas zonas
del cuerpo (como una castracion) o en el peor de los casos terminar en la

muerte del ratébn sumiso.

[

Imagen 40.-Sometimiento Imagen 41.-Ataque constante
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Pruebas de agresion en ratones

Arena neutral
Aspectos generales

La prueba de arena neutral , también conocida como prueba de oponente
estandar (128), es una evaluacion que posibilita la identificacion en los
roedores de una gama amplia de comportamientos sociales (donde se incluye
la agresion), por lo que se utiliza como prueba de comportamiento estandar, a
partir de la cual, sobre la base de conductas observadas en esta prueba puede
elegirse una prueba méas especifica (129). La diferencia principal entre la
prueba de arena neutral y la prueba de intruso/residente, radica en la ausencia
de sefiales olfativas por parte de los ratones en un lugar determinado, lo que la
hace ideal para que estos puedan expresar una amplia gama de conductas

sociales (130).

El fundamento de esta prueba es la observacién durante un periodo corto de
tiempo, del comportamiento social innato de los roedores al interactuar en un
area nueva, en la que se ha eliminado el marcaje olfativo de los participantes
(de aqui el nombre de arena neutral) para favorecer la expresion de las
interacciones sociales (130). Esta prueba es atil para revisar el
comportamiento, cuando no se tiene algun antecedente conductual, de ratones
de cepas nuevas o0 mutantes de laboratorio (12). Al realizar una primera
evaluacion con la prueba de arena neutral se observan las interacciones de los
ratones bajo condiciones imparciales, o que permite establecer un estandar de
la conducta. Lo anterior dicho, facilita la posterior evaluacién con la prueba de
intruso/residente, debido a que funge como prueba basal que descarta
alteraciones previas a la evaluacion detallada del comportamiento agresivo
(30).Es importante recalcar que la prueba de arena neutral se ha empleado
para caracterizar la agresividad en los ratones (131), sin embargo, no debe
considerase la Unica evaluacion para esta conducta, puesto que al ser una
prueba para el comportamiento social, los patrones de conducta observados
durante su ejecucién son variados, lo que dificulta visualizar conductas

especificas, como lo es la conducta agresiva (123).
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Fundamento etolégico

Gracias a que el comportamiento de los ratones esta definido y es replicable en
diversas condiciones, su empleo es pertinente para la visualizacién de
conductas sociales derivadas de su tendencia de establecer jerarquias. Dado
qgue los contextos cambian la forma de expresion de la conducta social de los
ratones, el proporcionar un entorno neutral permite que las diversas

interacciones sean posibles entre dos individuos (123).

La adaptabilidad de los ratones de laboratorio los volvié gregarios facultativos,
es decir, pueden interactuar entre ellos en sus cajas de alojamiento sin
necesidad de ser agresivos (132). De acuerdo con autores como Crawley (133)
y Wabhlsten (34), se conoce que los ratones al encontrarse en un entorno
nuevo, siempre expresan conductas exploratorias y de interaccion con algun
individuo de su especie, gracias a sus habilidades sensoriales logran realizar
un reconocimiento por medio de conductas como el olfateo, el seguimiento y el
acicalamiento, con la finalidad de determinar, si es necesario, pasar por un
encuentro agonistico (en el caso de los machos), lo que daria paso a la
presentacion de la conducta agresiva por ambas partes para el establecimiento

de una dominancia en una zona neutral.

Los patrones de conducta observados durante esta prueba son variados, cada
interaccién cambia acorde a la situacién (123), de esta manera puede existir un
contacto que varia de significado conforme a la situacion, por ejemplo: un raton
puede agacharse para expresar una conducta, si el raton receptor responde
atacando, se considera como un patron agresivo, por el contrario, si el ratén
receptor realiza un acicalamiento como respuesta, entonces el patron cambia a
ser un reconocimiento social (122). Por ende es de suma importancia conocer y
diferenciar entre los distintos patrones de comportamiento de los ratones
durante esta prueba y establecer el repertorio de conductas a contabilizarse,
para ello una vez iniciada la prueba se procede a realizar una contabilizacién
de los comportamientos de interés observando los diferentes patrones y

posturas que expresan los individuos.

En el presente trabajo se presentan en los videos 10 y 11 los principales

patrones de conducta exploratorio y de interaccion social que desarrollan los
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ratones durante la prueba de arena neutral, tal manera que se facilite la

correcta identificaciéon de los mismos y el registro de los resultados para su

posterior interpretacion. El patron de conducta agresiva serd descrito a detalle

en la prueba de intruso/residente.

Consideraciones antes de efectuar la prueba

Para llevar a cabo esta prueba es importante tomar en consideracion los

siguientes puntos:

Las diferencias de cepa, peso, edad y tamafio entre los ratones influyen
en los resultados de la prueba, por lo que es recomendable mantener
estos parametros lo mas homogéneos posible.

Identificar correctamente a ambos oponentes facilitard el seguimiento de
los sujetos durante el periodo de prueba, para este fin, el marcaje de la
cola es una buena opcion que permite facilmente discriminar a cada
participante durante la prueba.

Las sesiones de prueba deben tener una duracion maxima de 10
minutos, pero por razones, en caso de presentarse ataques y/o
mordidas intensos, la prueba debe darse por terminada antes de concluir
este periodo, para garantizar la integridad de los animales.

La realizacion de videograbaciones de las pruebas permite generar un
registro que puede ser revisado repetidas ocasiones y de manera
detallada, incluso por varios evaluadores, lo que favorece un mejor

analisis de los resultados.

Materiales requeridos

Cajas de alojamiento estandar limpias
Material de cama limpio

Cubierta o tapa de caja transparente
Atomizador con alcohol al 70%
Cronémetro

Camara de video

Bolsa para desecho para material de cama

Hoja de registro

52



e Marcador/plumén de tinta indeleble
e Tubos de manejo para raton (opcional)

e Contador de mano (opcional)

Fase de preparacion

Preparacion de los animales
1. La presencia de otras personas influye en la expresion de algunos

comportamientos la generar estrés en los animales, por lo que los
observadores y/o manejadores deben de haber realizado una
habituacion con manejo no aversivo en los animales previo a la
realizacion de las pruebas (videos 1,2 y 3).

2. Marcar a los animales a evaluar con un marcador de tinta indeleble para
la correcta identificacion de los mismos.

3. Llevar a los animales al lugar de evaluacién antes de iniciar cualquier
prueba, procurando que no exista un contacto previo entre los grupos a

evaluar.

Nota: El lugar de evaluacion debe ser diferente al cuarto de alojamiento para
evitar un estrés hacia los demas animales en el alojamiento durante la prueba,
esto debido a que pueden existir vocalizaciones y ruidos de los animales
durante la prueba que generan estrés, ademas no debe de existir ruido
excesivo y/o presencia de otros animales distintos a los que se van a evaluar

en el cuarto de evaluacion.

4. Dejar un lapso de al menos 30 minutos a los animales en el lugar de
evaluacion para permitir gue retomen un estado de tranquilidad previo a
las evaluaciones.

5. Transcurrido el tiempo anterior se procede con la evaluacion en la arena

neutral.

53



Preparacion de la Arena Neutral
1.- Colocar en una caja limpia material de cama nuevo hasta tener al

menos 1 cm de espesor para formar la arena neutral (Imagen 43).

2.- Marcar la zona en la que se colocara la arena neutral, la cual, antes
del inicio de la prueba, debe estar fuera de la vista de los animales

(Imagen 44).

3.- Para realizar una videograbacion se debe colocar el dispositivo frente
a la arena, impidiendo que pueda ensuciarse por encontrarse demasiada

cerca de la misma.

4.-Para cada evaluacion es necesario preparar una nueva arena neutral

repitiendo el paso 1.

Imagen 43.- Caja de alojamiento convertida en arena neutral. La caja debe estar
completamente limpia y sin algun tipo de distractor, se debe llenar con material de cama
limpio hasta cubrir un 1 cm de espesor.

Imagen 44.- Ejemplo de montaje y colocacion de la arena neutral en el lugar de
evaluacion. El lugar preciso donde se coloca la caja debe ser marcado para evitar
modificaciones con cada maniobra.
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Fase de evaluacion

Una vez montada la arena neutral, la camara de video y terminado el tiempo de
aclimataciéon de los animales se procede a realizar la evaluacion con los

siguientes pasos:

1.-Colocar al mismo tiempo a los sujetos a evaluar en la arena neutral,
evitando una sujecion inadecuada (ver videos10, 11,12), e instalar la

tapa inmediatamente después de colocar ambos ratones en la arena.

2.-Comenzar a contar el tiempo de evaluacién con ayuda del cronémetro
cuando ambos animales estén en la arena. Este debe ser un minimo de

5 minutos y un maximo de 10 minutos.

NOTA: En caso de que se produzca un encuentro agonistico y este sea
de una magnitud considerable, por ejemplo, exista sangrado en algun
individuo, inmovilidad constante después de un ataque o lesiones graves
visibles se debe de parar la prueba en ese momento para mantener el

bienestar de los sujetos experimentales.

3.- Observar a ambos sujetos y contabilizar los patrones de conducta
gue sean de interés (interacciones sociales, interacciones agonisticas,

conductas exploratorias, etc.)
Fase final de prueba

1.-Terminado el tiempo de prueba se debe de retirar a ambos ratones de

la arena neutral.

2.-Realizar un examen fisico general a ambos ratones para constatar la

ausencia de lesiones graves en los individuos.

3.-Regresar a los animales a cajas de alojamiento limpias, con material
de cama limpio, material de enriguecimiento ambiental y trasladarlos al

cuarto de alojamiento.

Nota: En caso de haber presenciado conductas agresivas durante las

evaluaciones, se recomienda, dado el estrés provocado por el encuentro, alojar
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a los ratones evaluados de manera individual para evitar peleas posteriores en
el alojamiento.

4.-Limpiar toda la zona de evaluacion con alcohol al 70% para evitar

contaminacion por olores previo a iniciar una nueva evaluacion.

5.-Proceder a repetir los pasos desde la preparacion de la arena neutral

para realizar una nueva evaluacion.
Anexo prueba de arena neutral

Para la facilitar la visualizacién e interpretacion del comportamiento de los
animales durante esta tipo de evaluacion, se agregan los videos 10 y 11 en la

parte de anexos de este trabajo.
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Prueba Intruso/Residente

Aspectos generales
La prueba intruso/residente es considerada de eleccion para observar las

conductas agresivas en ratones de laboratorio, siendo una evaluacién
estandarizada para medir tanto agresion ofensiva como defensiva bajo un
entorno similar al natural. A diferencia de la prueba de arena neutral, con este
paradigma se permite la expresidn espontanea e innata de la agresion por

parte de los ratones participantes (30).

El fundamento de esta prueba es la introduccion de un ratdon desconocido
(intruso) a la caja de otro raton (residente), donde a partir de la existencia del
marcaje olfativo por parte del residente, se genera un conflicto entre ambos
animales que suscita la expresion del comportamiento agresivo (134)(135). Es
asi que se observan diversos patrones Yy posturas exclusivas del
comportamiento agresivo de los ratones. A partir del registro de estas posturas
exclusivas, de las latencias y frecuencias de los ataques, pueden ser revelada
la existencia de alteraciones en dicho comportamiento, lo cual es de gran

utilidad en los estudios que evaluan farmacos sobre la agresion (136).

No obstante su utilidad, ha sido sefialado como un importante inconveniente de
la prueba la inadecuada diferenciacién entre agresion ofensiva y defensiva, lo
que dificulta el andlisis de los resultados y da pie a errores interpretativos en

las evaluaciones (137).

Ademas, es importante remarcar que aun cuando la prueba intruso/residente
es de eleccién para medir agresion en diversas especies de roedores, ademas
del ratdén, se debe tener conocimiento solido sobre las caracteristicas propias
de la conducta agresiva en las especies evaluadas, dado que los patrones
conductuales cambian entre ellas y es necesario evitar confusiones. En este
trabajo se incluyen videos descriptivos con el patron de conducta agresiva

propia del ratdn (videos 12 al 17 del anexo).
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Fundamento etolégico

Desde un punto de vista etoldgico, la expresion sefiales fisicas hacia un
oponente forma parte de las interacciones agonisticas tipicas (138), y el
comportamiento agresivo es considerado una forma funcional de comunicacién
en los ratones, siendo una manera de resolver conflictos en situaciones
particulares (como mantener un territorio). En el caso particular de los ratones
machos, se han descrito patrones especificos durante un encuentro agonistico,
los cuales siguen una secuencia de amenazas y atagues, que se expresan en
mayor medida durante su alojamiento dentro de los laboratorios, contrastando
con los ratones hembras que suelen ser mas sociales y menos agresivas en
este aspecto, razon por la cual el uso de ratones de sexo masculino en esta
prueba es importante(129). Las sefiales olfativas que generan los machos son
esenciales para el desarrollo de la conducta agresiva, al ser una forma de
comunicacién e interaccion, que hace posible la expresion de la agresividad sin

necesidad de condicionamientos previos (40).

La forma mas comun de generar agresividad en los ratones es a través del
asilamiento de los animales que fungiran como residentes. Se ha comprobado
que alojar a los ratones residentes de manera individual (por un periodo de 7
dias), sin limpiar su material de cama ni realizar algun tipo de manejo, es
suficiente para que se establezca una sefializacion olfativa en la caja de
alojamiento, que constituye en un marcaje detectable por parte de los ratones
intrusos, a partir del cual se despliegan como respuesta las conductas
agresivas de tipo ofensivo por parte de los ratones residentes. De esta manera,
la confiabilidad de la prueba para medir agresividad se sustenta en la
simulacién de las condiciones que se presentan en vida libre, cuando un ratén
entra la territorio de otro (139)(140)(141).
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Consideraciones antes de efectuar la prueba

Para llevar a cabo esta prueba es importante tener en cuenta las siguientes

cuestiones:

e Al ser una prueba para visualizar agresion se debe ser consciente de
que los ratones a evaluar pasaran forzosamente por un periodo de
estrés y su bienestar animal se vera comprometido por lo que esta

prueba solo debe ser practicada un maximo de dos veces en un mismo

animal.

e El tiempo recomendado de duracion de la prueba varia segun la fuente
gue se consulte, pero suele sefialarse un minimo de 5 minutos y una
duracion maxima de 10 minutos para cada encuentro.

e En caso de que algunos de los ratones combatientes sufra una lesion

grave que ponga en riesqgo su integridad fisica se debe detener la

prueba en ese momento con la finalidad de evitar un mayor sufrimiento

generar del animal.

e Las diferencias de cepa, peso, edad y tamafios entre los ratones influyen
en los resultados de la prueba, por lo que es recomendable mantener
estos parametros lo mas homogéneos posible.

¢ Identificar correctamente a ambos oponentes facilitard el seguimiento de
los sujetos durante el periodo de prueba, el marcaje de la cola es una
buena opcidn para identificar a los ratones.

e La presencia de otras personas influye en la expresiéon de algunos
comportamientos, por tanto los observadores y/o manejadores deben de
haber realizado una habituacion de los animales previo a la realizacion
de las pruebas.

e Realizar videograbaciones de las pruebas a la par permite analizar el
comportamiento mas a detalle y generar un registro de las pruebas
realizadas.

e Puesto que el asilamiento provoca en los animales un mayor estrés, se
debe contemplar que el alojamiento grupal después de la realizacién de
las pruebas es poco practico dado que puede dar origen a mas peleas

entre compafieros de caja, por lo que se sugiere que esta prueba sea la
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dltima en realizarse en caso de hacerse mas evaluaciones durante los
proyectos de investigacion.

e Los protocolos indican que para realizar la prueba intruso/residente, se
debe tener una evaluacion previa al aislamiento de los ratones, siendo
recomendada para ese efecto la prueba de arena neutral permite

obtener los parametros basales necesarios.
Materiales

e Cajas de alojamiento estandar limpias y sin uso previo
e Material de cama limpio

e Cubierta o tapa de caja transparente

e Atomizador con alcohol al 70%

e CronoGmetro

e Camara de video

e Bolsa para desecho de cama

e Hoja de registro

e Marcador/plumon de tinta indeleble

e Tubos de manejo (opcional)

e Contador de mano (opcional)

Fase de preparacion

Aislamiento de los ratones residentes parainducir agresion
1. Seleccionar de manera aleatoria a los ratones que seran asignados

como residentes y como intrusos para la prueba.
a. NOTA: Solamente los ratones residentes requieren aislamiento,
los ratones intrusos pueden mantenerse alojados en grupo.

2. Llenar una caja de alojamiento limpia con al menosl cm de material de
cama y tapar los lados de la caja con hojas para evitar la visualizacion
de otros ratones.

3. Colocar 1 solo ratébn en la caja preparada. En el momento que se

introduce al raton correspondera al inicio del dia 1 de aislamiento.
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a. Nota: Al estar un anico ratén alojado se le debe de proporcionar
de forma obligada material de anidacion y enriquecimiento, de tal
manera que se evite el estrés térmico por asilamiento.

4. Por periodo maximo de 7 dias no se debe cambiar el material de cama
de la caja de alojamiento ni realizar ningun tipo de manejo de los
animales residentes con la finalidad de que realicen un marcaje olfativo,
el agua y alimento se proporciona de manera ad libitum.

5. Concluidos los 7 dias de aislamiento, el periodo de evaluacion puede ser

iniciado.
Fase de evaluacion

Para dar inicio con la fase de evaluacién de la prueba, se procede de la

siguiente manera:

1.- Colocar la caja de alojamiento del ratén residente en el cuarto de

evaluacion asignado y cambiar la rejilla por una tapa transparente.

2.- Retirar temporalmente el material de enriquecimiento ambiental para

permitir una mejor visualizacién de los animales durante la prueba.

3.- Colocar por medio de un manejo no aversivo al ratébn que fungira

como intruso (ver videos de manejos y arena neutral).

Nota: El ratén intruso no debe de haber tenido interacciones previas con
el raton residente, por lo que se debe de contar con un registro de los
encuentros entre los diversos individuos para asegurarse de no repetir

contrincantes.

4.- Una vez colocado el raton intruso se comienza a contar el tiempo de

prueba a la par que su videograbacion.

5.- Durante este tiempo se debe contabilizar las posturas de interés
(agresion ofensivas/defensivas) de uno o ambos animales (videos
18,19).

6.- Al concluir el tiempo de prueba, se debe retirar el raton intruso y

colocarlo en una caja limpia con enriquecimiento, mientras que el ratén
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residente se mantiene en su caja, devolviendo el material

enriquecimiento que fue retirado

Nota: De manera similar a lo sefialado previamente en otras pruebas, en
caso de que las peleas sean muy intensas se debe de detener la
evaluacion para conservar la integridad de los ratones.

7.- Limpiar toda la zona de evaluacion con alcohol al 70% para evitar la

contaminacion por olores previo a iniciar una nueva evaluacion.

8.- Repetir pasos 1 al 6 para iniciar una nueva evaluacién con un raton

residente diferente.
Fase final de la prueba

Para la facilitar la visualizacion e interpretacion de las posturas de
comportamiento durante esta prueba se anexa un listado de videos en los que
se ilustran y describen las principales posturas observadas durante un
encuentro agonistico, asi como una comparacion entre agresion normal y

agresion escalada/aumentada.
Anexo prueba de intruso/residente

Para facilitar la visualizacion e interpretacion de la conducta agresiva, se
cuenta con los videos 12,13,14,15,16 y 17 en el apartado de anexos donde se
ejemplifica el patron de conducta agresiva y se muestra una comparacion entre

agresion normal y agresion escalda/aumentada.
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Prueba de dominancia en tubo
Aspectos generales

La prueba de dominancia en tubo es otra manera de evaluar el comportamiento
agresivo a través del dominio social, donde en comparacion con las pruebas
anteriores, es utilizado un procedimiento mas simple, que no implica la
presentacion de ataques fisicos entre individuos durante un tiempo prologando
(31). La prueba parte de colocar a dos ratones en lados opuestos de un tubo
estrecho transparente, a través del cual, ambos caminaran, hasta encontrarse
en un punto medio, lo que provocara un conflicto por el derecho de paso. Al
darse dicho conflicto, los oponentes buscaran pasar al otro lado, empujando a
su contrincante a través del tubo, el ratdbn que logra sacar a su oponente

durante los periodos de prueba es considerado ganador y dominante (44).

Los materiales comunmente utilizados para los tubos son el carton y los
plasticos, componentes que los ratones aceptan facilmente en su entorno, es
gracias a lo mencionado que se logré el desarrollo de esta prueba (145). La
prueba de dominancia cambia los tubos de cartén por un tubo transparente, lo
permite una simulacién del derecho de paso de forma controlada para la
obtencién del uso del tubo, sin la necesidad de forzar una pelea, lo que

consigue un acuerdo armonico entre los ratones (52).

Los resultados que se obtienen en esta prueba sirven para determinar las
tendencias de dominancia social, lo que permite, por ejemplo, caracterizar el
fenotipo de ratones genéticamente modificados. Los ratones ganadores en la
prueba de tubo suelen ser los dominantes en las pruebas de arena neutral e

intruso/residente, lo que respalda la validez de los resultados (142).

Esta prueba es mas amigable y menos estresante para los ratones, sin
embargo, se debe tomar en cuenta que, para ser realizada de forma correcta,
es requerido un periodo corto de habituacion y entrenamiento de todos los
ratones participantes, haciendo que los tiempos de prueba sean mas largos. A
pesar de esa cuestion, sigue siendo una prueba simple, robusta y confiable

para cuantificar comportamientos relacionados con la dominancia social (50)
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Fundamento etolégico

La dominancia social es considerada parte de un comportamiento natural de
los ratones, que permite la formacion de jerarquias en colonias, tanto en estado
salvaje como en condiciones de laboratorio. Dentro de los grupos animales, el
establecimiento de una jerarquia es relevante porque evita luchas agresivas y
constantes en su interior; bajo esa jerarquia es determinado el acceso
primordial a recursos como comida, reproduccion y espacio/alojamiento (46)
incluidos  los materiales de enriguecimiento ambiental en la caja de
alojamiento, que son utilizados como refugio por parte de los ratones

dominantes.

La prueba de tubo toma como base el recurso del espacio, desencadenando
una confrontacién en la que los animales dominantes son quienes obtienen el
derecho de paso durante el encuentro (142). Empleando recintos semi
naturales, ha sido observado que varios ratones machos pueden ocupar una
misma &rea Yy convivir sin confrontaciones, manteniendo una relacion
dominante subordinado (143). De esta manera , existe un reconocimiento hacia
los ratones subordinados, por el cual los animales dominantes aceptan

compartir con ellos los recursos disponibles, sin la necesidad de pelear (144).

Al existir una dominancia marcada, las peleas y agresiones fisicas entre
ratones macho son menos frecuentes que cuando una jerarquia es inestable,
en la que se generan peleas constantes para establecer quién es el dominante.
Bajo esta premisa, puede constatarse que en los alojamientos dentro de los
laboratorios, los ratones tienden a conservar dichas jerarquias al verse

obligados a convivir en un espacio determinado (47).
Consideraciones antes de efectuar la prueba
Para llevar a cabo esta prueba se deben considerar las siguientes cuestiones:

e La duracion de esta prueba es corta en comparaciéon de las otras
pruebas, ya que se desarrolla en un maximo de 3 minutos. A diferencia
de las formas de evaluacion previamente descritas, esta prueba requiere

de un minimo de 3 dias de entrenamiento para habituar a los ratones a
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pasar por el tubo y evitar que, el transito por el mismo sea forzado
durante la prueba y constituya un evento estresante.

e Para esta prueba, se deben realizar al menos 4 dias de evaluacion
consecutivos, tiempo en el cual se determina si una jerarquia es estable
dentro de un grupo determinado.

e Las diferencias de cepa, peso, edad y tamafio entre los ratones influyen
en los resultados de la prueba, por lo que es recomendable mantener la
homogeneidad posible de estos parametros.

¢ Identificar correctamente a ambos oponentes facilitard el seguimiento de
los sujetos durante el periodo de prueba, el marcaje de la cola es una
buena opcion para identificar a los ratones.

e La presencia de otras personas influye en la expresién de algunos
comportamientos, por tanto los observadores y/o manejadores deben de
haber realizado una habituacion de los animales previo a la realizacion
de las pruebas.

e Realizar videograbaciones de las pruebas a la par permite analizar el
comportamiento mas a detalle y generar un registro de las pruebas
realizadas.

e EIl tubo debe tener diametro interno de 4 cm. para asegurar que los
ratones puedan caminar sin atorarse y sin poder darse la vuelta, se tiene
que asegurar que lo animales no tengan un peso mayor 40 gr. Para que
puedan entrar sin mayor dificultad dentro del tubo.

Materiales:

e Tubo de prueba: Tubo de acrilico transparente de 30 cm de largo y un

didmetro interno de 4 cm.

e Tubo de entrenamiento: Tubo de acrilico transparente de 15 cm de largo

y un diametro interno de 4 cm.
e Atomizador con alcohol al 70%.
e Varilla de plastico/vidrio de 30 cm de largo
e (Gasa o papel absorbente

e CronOmetro
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e Camara de video
e Hoja de registro.

e Cinta adhesiva transparente

Fase de habituacion/entrenamiento

Durante el tiempo de duracion del protocolo, se puede llevar a cabo la fase
habituacién durante los cambios de caja rutinarios, siguiendo el ejemplo de los
videos de manejo no aversivo. El uso de tubos de carton como material de
enriquecimiento en las cajas de alojamiento y como forma de sujecion rutinaria
facilita el posterior entrenamiento con el tubo de acrilico. Sin embargo, en caso
de que la habituacion rutinaria sea complicada de seguir durante los cambios

de caja, se puede proseguir de la siguiente manera.

Tres dias previos a la prueba se debe de seguir los siguientes:

Dia 1.-Habituacion:

Los realizadores de la prueba deben de manejar a los animales durante al
menos 1 minuto, usando la técnica de mano ahuecada o el uso de tubos, para

prevenir el estrés por manejo durante la fase prueba. Esto se debe de hacer

con todos los animales que van a ser evaluados.

Nota: Durante este paso puede comenzar a realizar el marcaje de cola para
optimizar tiempos.
Dia 2.- Entrenamiento de los ratones con el tubo de 15 cm.
1. Se debe de llevar a los ratones al cuarto de evaluacién y dejar que se
aclimaten durante al menos 30 minutos.
2. Limpiar con alcohol al 70 % el interior del tubo de acrilico de 15 cm y la
mesa de evaluacion para prevenir contaminacion por olores.
3. Fijar el tubo a la mesa limpia con ayuda de cinta adhesiva transparente,
de tal manera que no se mueva ni se gire.
4. Retirar al ratén a entrenar de su caja de alojamiento y colocarlo sobre la
mesa de entrenamiento.

5. Permitir al raton la exploracion en la mesa durante al menos 1 minuto.
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6.

Con una mano se debe de guiar al raton para que entre por uno de los
extremos del tubo, de tal manera que no se presione ni se fuerce la
entrada del mismo.

Bloquear con la mano el lado por donde entro el ratén para evitar que
este retroceda y/o se salga del tubo. El raton debe pasar de un lado al

extremo contrario del tubo sin ser forzado ni presionado.

Nota: En caso de que un ratdon se quede inmovil o retroceso dentro del

tubo, se puede dar un ligero toque con la varilla en la zona dorsal para

estimular su caminata.

8.

Una vez que un ratén salga por el extremo contrario al que entro, se
debe de repetir el mismo procedimiento del punto 7 y repetir esta accion
por lo menos 10 veces seguidas.

Cuando cada ratén pase 10 veces de un lado a otro en el tubo sin

dificultad, se concluye el primer dia de entrenamiento.

Nota: Cada que se entrene a un ratdon nuevo, se debe de limpiar el interior

del tubo con alcohol al 70% para evitar una contaminacién por olores

Dia 3.- Entrenamiento de los ratones con el tubo de 30 cm.
Para este dia se repiten los mismo pasos que el dia 2, pero utilizando el tubo

de 30 cm de largo

1.

Se debe de llevar a los ratones al cuarto de evaluacion y dejar que se
aclimaten durante al menos 30 minutos.

Limpiar con alcohol al 70 % el interior del tubo de acrilico de 30 cm y la
mesa de evaluacion para prevenir contaminacion por olores.

Fijar el tubo a la mesa limpia con ayuda de cinta adhesiva transparente,
de tal manera que no se mueva ni se gire.

Retirar al ratdn a entrenar de su caja de alojamiento y colocarlo sobre la
mesa de entrenamiento.

Permitir al ratén la exploracion en la mesa durante al menos 1 minuto.
Con una mano se debe de guiar al ratén para que entre por uno de los
extremos del tubo, de tal manera que no se presione ni se fuerce la

entrada del mismo.
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7. Bloguear con la mano el lado por donde entro el ratdon para evitar que
este retroceda y/o se salga del tubo. El ratén debe pasar de un lado al

extremo contrario del tubo sin ser forzado ni presionado.

Nota: En caso de que un raton se quede inmovil o retroceda dentro del
tubo, se puede dar un ligero toque con la varilla en la zona dorsal para

estimular su caminata.

8. Una vez que un ratdn salga por el extremo contrario al que entro, se
debe de repetir el mismo procedimiento del punto 7 y repetir esta accion
por lo menos 5 veces seguidas.

9. Cuando cada raton pase 5 veces de un lado a otro en el tubo sin
dificultad, se concluye el entrenamiento de los ratones y se procede a la

fase de prueba.

Nota: Cada que se entrene a un raton nuevo, se debe de limpiar el interior

del tubo con alcohol al 70% para evitar una contaminacién por olores
Fase de evaluacion

Una vez concluido los 3 dias de habituaciéon y entrenamiento se procede con
los dias de evaluacion, se sugiere que la fase de prueba sea durante al menos

4 dias seguidos para poder obtener datos de un rango estable de dominancia
por grupo.

Los pasos a seguir para la evaluacién son los siguientes:

1. Se debe llevar a los ratones al cuarto de evaluacion y dejar que se
aclimaten durante al menos 30 minutos.

2. Limpiar con alcohol al 70% el tubo de acrilico de 30 cm y la mesa de
evaluacion para evitar contaminacion por olores.
Marcar en una linea justo en la mitad del tubo como punto de referencia.

4. Fijar el tubo a la mesa con cinta adhesiva transparente y colocar la
camara de video en un punto donde se observe el tubo completo.

5. Retirar a los ratones a evaluar de su caja de alojamiento y colocarlos en
la mesa de evaluacion, permitiéndoles explorar por al menos 1 minuto.

6. Colocar un ratén en cada extremo del tubo, procurando que ninguno

entre antes que otro.
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7. Con la mano se debe guiar a los ratones a entrar al tubo al mismo

tiempo, sin presionar ni forzar su entrada.

Nota: Se debe de cuidar en extremo que ambos ratones entren al mismo

tiempo para evitar que uno tome ventaja al recorrer mas una parte del tubo

8. Una vez que algun raton se encuentre en la mitad del tubo, se comienza
a correr el tiempo de prueba con el cronébmetro y la videograbacion.

9. El encuentro termina cuando alguno de los ratones tiene sus cuatro
patas fuera del tubo, el ratdbn que queda dentro del tubo es declarado

ganador y el que queda fuera del tubo es declarado perdedor.

Nota: El tiempo maximo de duracion de la prueba es de 3 minutos, si en

ese lapso de tiempo ningun ratén ha salido del tubo se declara un empate.

10.Una vez que se termine el encuentro, se debe limpiar el interior del tubo
con alcohol al 70% y repetir los pasos 4 al 9 para cada evaluacion.
11.Todos estos pasos se deben de repetir durante los 4 dias de evaluacion

consecutivos.

Fase de final de la prueba

e Una vez concluido todos los dias de evaluacion, se debe sacar el total
de encuentros ganados y determinar que ratdén es el dominante de cada
grupo.

e La revision de los videos post evaluacion también permiten contabilizar
otras variables que son de utilidad para determinar la jerarquia, por
ejemplo: nUmero de empujones, latencia de empuje, tiempo de empuje,
etc.

e Por cada grupo se debe de sacar al menos a un raton dominante y a
partir de ahi establecer si existe una jerarquia en el grupo, para mas
detalles de las opciones estadisticas se sugiere revisar las referencias

de este trabajo.

Anexos prueba de dominancia en tubo: Para ayudar a la realizacion e

interpretacion de la prueba de dominancia en tubo se cuentan con los videos

18 y 19 en esta prueba en el aparatado de anexos de este trabajo.
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Conclusiones

Los trabajos de investigacion requieren ejecucion adecuada y buenas practicas
para garantizar el rigor cientifico metodologico en la busqueda del
conocimiento, considerando todos aquellos aspectos que real y potencialmente
constituyen variables que pueden afectar los resultados que se generan.

Cuando se emplean modelos animales en los trabajos de investigacion
cientifica, dentro de los aspectos relevantes actualmente se considera que la
vigilancia del bienestar animal debe estar incluida, no so6lo por sus posibles
repercusiones en los resultados, si no por el reconocimiento de la importancia
gue hoy en dia se otorga a los aspectos éticos de las actividades humanas. Por
lo que los trabajos cientificos que se realizan en animales deben ser
practicados con la mayor responsabilidad hacia estos seres vivos, asegurando
gue su bienestar se mantenga en los niveles idoneos. En este rengldon, la
formacion curricular que actualmente adquiere el médico veterinario
zootecnista le permite brindar orientacion a los miembros de los grupos de
investigacion, que al provenir de diversas profesiones, frecuentemente pueden

contar con escasa preparacion en el tema.

Particularmente en las neurociencias, los estudios de investigacion del
comportamiento animal son elementos muy importantes, destacando las
pruebas que se efectian para evaluar las conductas de ansiedad y agresion. Si
bien existen numerosos articulos publicados sobre el tema, en los que se
anexa una descripcion general de las pruebas utilizadas, los aspectos relativos
al bienestar animal y sus posibles repercusiones en el comportamiento de los
sujetos experimentales suelen pasarse por alto. El presente trabajo ofrece, a
las personas que se integran al trabajo experimental en esta rama y otras
afines, una guia para la realizacion e interpretacion de las pruebas mas
comunmente utilizadas para evaluar los comportamientos de ansiedad y
agresion en ratones. Para ello, ademas del texto que describe los aspectos
mas importantes a tomar en cuenta en la planeacion y ejecucion de las
pruebas, se incluyen materiales visuales (fotografias y videos) que ayudan a
familiarizarse con las maniobras requeridas y destacan las precauciones y

cuidados a tener presentes para vigilar el bienestar animal durante las mismas.
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Adicionalmente, se abordan los diversos patrones conductuales expresados en
forma natural por los animales, los que por su complejidad, puede ser
complicado visualizar en el momento de la ejecucion de la prueba, y que por lo
mismo pueden ser ignorados durante las evaluaciones. La recopilacion de
referencias y de materiales videograbados para la observacion de estos
patrones del comportamiento de los ratones es util para que los lectores
puedan identificar y relacionar los posibles cambios en los comportamientos de
interés, y de esta forma, desarrollar una interpretacion enriquecida a la hora de
analizar los resultados obtenidos. Este trabajo pretende que la informacién
brindada contribuya a una mejor preparacion de los actuales y futuros meédicos
veterinarios interesados en participar en los grupos de investigacion donde se
lleven a cabo pruebas en ratones. Con ese proposito se describen con detalle
en él algunas rutinas para el manejo y preparacion de los animales que
participaran en las pruebas de comportamiento, buscando refinar las técnicas
aprendidas y practicadas por los médicos veterinarios, de manera que, con la
vision propia de la profesion, ellos las compartan con los usuarios que se
capacitan en los laboratorios de investigacion, ampliando el campo de ejercicio
profesional, atendiendo lo establecido en la normativa NOM-062-ZO0-1999
que sefiala la obligatoriedad de contar con los servicios médicos veterinarios
para garantizar la salud y bienestar de los animales empleados en protocolos
de investigaciéon. De manera resumida podemos concluir que este trabajo se
ofrece pretendiendo: a) ser util como una guia para el refinamiento de las
técnicas utilizadas en la generacion de conocimientos sobre comportamiento
animal, dentro del campo de las neurociencias, b) contribuir en la promocién
del bienestar de los animales en la investigacion, atendiendo los principios
éticos vigentes c) apoyar la formacion la formacion de los futuros médicos
veterinarios zootecnistas interesados en este rubro del ejercicio profesional.
Finalmente, es necesario enfatizar que el estudio del comportamiento animal es
complejo y requiere de una visién detallada y especializada por parte de las
personas dedicadas a él, por lo que contar con informacion practica sobre la
manera y cuidados necesarios para efectuar las pruebas conductuales es
sustancial para el desarrollo de los estudios neuroetologicos y la capacitacion

personal en este campo de la investigacion.

71



Anexos

Habituacién y manejos no aversivos

Video 1.- Habituacidn en ratones de laboratorio

Video 2.- Manejo no aversivo en ratones de laboratorio con el uso de tubos

Video 3.- Técnica de mano abierta

Prueba luz/obscuridad

Video 4.- Colocacion del ratdn en la caja de evaluacion

Video 5.- Comparacién de manejo tradicional y manejo con tubo

Video 6.- Reqistro de variables durante la prueba de luz/obscuridad

Prueba de enterramiento de canicas

Videos 7.- Prueba de enterramiento de canicas

Video 8.- Ejemplo de canicas enterradas y excavacion

Video 9.- Prueba de enterramiento de canicas: observacion de la excavacion

Prueba de arena neutra

Video 10.- Colocacién de animales en la arena neutral

Video 11.- Postras de intencidn y exploracion de ratones de laboratorio

Prueba de intruso/residente

Video 12.- Patron de olfateo ano-genital oblicuo

Video 13.- Patron de olfateo ano-genital

Video 14.- Traqueteos de cola

Video 15.- Patron de ritualizacion

Video 16.- Posturas de amenaza y ataque

Video 17.- Comparacion agresion normal vs. Agresidon escalada

Prueba de dominancia en tubo

Video 18.- Entrenamiento prueba de tubo Video 19.- Prueba de dominancia en tubo
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https://youtu.be/mmhmG7R_rpI
https://youtu.be/Gzqpa11fK_M
https://youtu.be/W4RUfd8TnHU
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