I ORIGINAL

Video-tracking-box: Una nueva herramienta para evaluar la actividad motora y
la orientacion en ratas sometidas a un dafo cerebral

Video-Tracking-Box: A new tool for evaluation of motor activity and orientation in brain-
injured rats

Otero L, Zurita M, Bonilla C, Aguayo C, Rodriguez A, Vaquero ]

Unidad de Investigacién en Neurociencias y Catedra FUNDACION MAPFRE-Universidad Auténoma de Madrid para Investigacion
en Dafio Cerebral. Hospital Universitario Puerta de Hierro-Majadahonda, Madrid.

Esta investigacion ha sido financiada por FUNDACION MAPFRE

Resumen

Objetivo: Describir una nueva herramienta de valoracion funcional (Video-tracking-box, o VTB) basada en el
test de Smart, para analizar en ratas los déficits consecuentes a un dafio cerebral adquirido, y particularmente
la actividad motora y la orientacion de los animales.

Material y métodos: Se utiliz6 un modelo de lesion cerebral provocado por la administracion de 0,5 UI del en-
zima colagenasa tipo IV, produciendo una hemorragia cerebral en el nicleo caudado. Se realizé un seguimien-
to de las funciones motoras durante 5 meses, mediante el uso del VIB unido al soffware Smart.

Resultados: La totalidad de los animales present6 un déficit en la coordinacién motora y en la memoria cogni-
tiva. El estudio demostré que el test VIB-Smart es una herramienta sensible a los déficits cronicos en cuanto a
orientacion y capacidad motora de los animales, al menos hasta 5 meses después de la lesion cerebral.
Conclusion: el VTB-Smart test es una opcién fiable para realizar valoraciones de la disfuncion motora y de la
orientacion tras un dafio cerebral adquirido en roedores.
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Abstract

Objetive: To describe a new tool to analyze the deficits subsequent to brain injury using behavioral tests which
evaluate cerebral dysfunction. In this study, we describe a new tool, the Video-Tracking-Box (VTB) linked to
Smart software.

Material and method: we describe a new tool, the Video-Tracking-Box (VTB) linked to Smart software. This
new method adequately quantifies parameters related to motor activity and orientation in brain injured rats.
This method has been used in our laboratory in order to measure behavioral outcome after brain injury cau-
sed by intracerebral hemorrhage (ICH) in adult Wistar rats. In our experimental model, ICH was induced by
stereotactic injection of 0.5 U of collagenase type IV in striatum.

Results: ICH injured rats decreased its motor coordination and presented deficits in cognitive memory. VIB-
Smart test was sensitive to chronic motor and orientation dysfunction, and it was performed between 1-5
months after ICH.

Conclusion: The data demonstrate that our VTB, joined to Smart software, offers a reliable measure to assess
motor dysfunction and orientation after brain injury.
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I Introduccion

El modelo experimental de lesion cerebral presenta déficit
motores y sensitivos basados en la ralentizacion de la velo-
cidad de sus movimientos. La principal necesidad, a la hora
de utilizar un test de valoracion de déficit funcionales mo-
tores y sensitivos es que dicho test sea un método objetivo,
facil de manejar y que no requiera una gran cantidad de
tiempo.

En los ultimos afnos se han realizado diversos estudios
con el objetivo de analizar la disfuncién motora y sensitiva
como consecuencia a una lesion cerebral en ratas. La mayo-
ria de los métodos utilizados en psicologia en roedores son
test que estudian el comportamiento animal en un campo
abierto [1][2]. El estudio del comportamiento en un campo
abierto resulta una herramienta comun en el analisis de la
deambulacion y de la sensacion de seguridad que presenta
un animal [3]. En algunos estudios se utiliza el campo
abierto para examinar la capacidad exploratoria de un ani-
mal y el patrén de sus movimientos, tanto posturales como
verticales y horizontales [4]. En este trabajo utilizamos el
estudio de la trayectoria realizada por un animal en un
campo abierto como un método constructivo para analizar
la disfuncion locomotora que ocurre cuando dicho animal
es sometido a una lesion cerebral. Los principales test desa-
rrollados para evaluar coordinacién motora y equilibrio
después de un dano en el sistema nervioso son el test del ro-
tarod [5] o el test ¢cNSS (complex Neurological Severity
Scores) [6] o el test BBB (Basso-Beattie-Bresnehan) utilizado
generalmente para evaluar ratas adultas después de una le-
sion medular [7][8]. Sin embargo, estos test requieren cierto
tiempo para su realizacion o tienen gran complejidad. Ade-
mas, requieren investigadores especializados y una impor-
tante labor de entrenamiento preoperatorio. El VTB-test no
necesita entrenamiento previo ni requiere gran cantidad de
tiempo para su realizacion. Ademas, los test descritos pre-
viamente son test utiles en estudios en fase aguda. Sin em-
bargo, el objetivo de nuestro disefio ha sido lograr un test
que sea lo suficientemente sensible como para discriminar
déficits funcionales neuroldgicos en modelos de lesion cere-
bral cronica. Aunque el modelo experimental que se descri-
be corresponde a una lesion cerebral hemorragica, los datos
referentes a la valoracion de los animales son aplicables a
otros modelos de lesion cerebral adquirida, como la provo-
cada por un traumatismo craneoencefélico.

I Material y métodos

Se utilizaron 20 ratas Wistar hembra de entre 200-250 g
de peso (laboratorios Harlan) que fueron sometidas a una
lesion cerebral ocasionada por una hemorragia intracraneal

inducida. Se llevé a cabo un seguimiento en la valoracion
de las funciones motoras y sensitivas de los animales antes
y después de la lesion.

En el presente estudio el cuidado de los animales cumplio
con los principios estipulados del cuidado de animales de
laboratorio y la guia de cuidado y uso de animales de labo-
ratorio emitido por la Sociedad Americana para la investi-
gacion médica.

Modelo experimental de dafio cerebral

Los 20 animales fueron sometidos a un modelo de dafno
cerebral causado por una hemorragia intracraneal. Se anes-
tesiaron en una cdmara con sevorane al 8% con un flujo de
oxigeno de 5 I/min. Tras la administracion intraperitoneal
de meloxicam (2 mg/kg) y morfina (2.5mg/kg) se situd a los
animales en una guia esterotaxica. Una vez anestesiados, se
realiz una incision en la piel y una craneotomia de 5 mm
de didmetro sobre el hueso parietal derecho del craneo, a la
derecha de la sutura bregmatica. Tras la exposicion de la
duramadre, se realizé una inyeccion intracerebral de 0.5U
de colagenasa tipo IV (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafa) di-
suelta en 2 pl de suero durante 5 minutos con la ayuda de
una jeringuilla Hamilton de 25 pl unida un microinyector
(mod 310 Stoelting Co., Wood Dale, IL,USA).

La lesion hemorragica se localizé en el nucleo caudado y
la inyeccion se realiz6 tomando de referencia el bregma,
con las siguientes coordenadas: 0.04mm posterior, 3.5mm
lateral, 6mm ventral. Posteriormente se cerrd la incision de
la piel mediante 6 puntos de sutura. Los animales se recu-
peraron de la lesion en una unidad de cuidados intensivos
para pequefos animales que mantiene el ambiente con una
temperatura de 25°C, una humedad de 40% y un flujo de
oxigeno del 3%, realizindose cuidados postoperatorios
acordes con su situacion clinica y procedimientos diarios de
vigilancia.

Video-Tracking-Box.

El software Smart (PanLab Harvard Apparatus, Hollis-
ton, Mass., USA) es un sistema de video capaz de evaluar el
comportamiento que presentan los animales de experimen-
tacion. Este sistema permite analizar actividad, trayectorias,
interacciones sociales y realiza un amplio procesamiento de
datos. Video-Tracking-Box (VTB) es una camara experi-
mental basada en el software Smart y desarrollada con la fi-
nalidad de optimizar estudios de actividad locomotora y
orientacion especializada en animales que presentan una le-
sion cerebral. Consiste en 4 laminas blancas de metacrilato,
una tapa y una base blancas (59.5 ¢cm de largo x 38.7 cm de
ancho x 94.5cm de alto). Los animales se colocan en una
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ZONA EXTERNA

ZONA INTERNA

Fig. 1. A y B muestran el disefio del VTB. C: Zonas de estudio de
la orientacién del animal. D: Aspecto del VTB, mostrando un ani-
mal dentro de la caja.

placa de metacrilato trasparente situada a 20 cm de la tapa.
Los movimientos realizados por la rata son capturados por
una cdmara a color Exwaver-HAD Sony (Sony Corpora-
tion, USA). La visién del animal fue potenciada por una ilu-
minacion desde abajo, situando dos bombillas de 60w a
60,5cm del animal. Las bombillas estin cubiertas con una
capa de cristal que difunde la luz (40 cm de largo x 18 cm
de ancho) localizada a 14 cm de la base (Figura 1).

El sistema de Smart establece dos zonas diferentes en la
lamina trasparente de metacrilato donde se sittan los ani-
males para su estudio dentro de la caja, la zona interna y el
area externa. El sistema analiza la trayectoria seguida por
los animales en cada zona. El comportamiento animal de
cada zona depende de su capacidad orientativa. Los anima-
les sanos se encuentran la mayor parte del tiempo en la zo-
na externa al refugio de las paredes de la caja como conse-
cuencia a su instinto de mantener su propia seguridad. Sin
embargo, los animales lesionados se mantienen la mayoria
del tiempo en la zona interna debido a la desorientacion
que sufren como consecuencia de la lesion cerebral.

Valoraciones neuroldgicas
En este estudio se evalu a los animales usando diferentes
test que permiten valorar parametros neurologicos inclu-

yendo actividad global, déficits cognitivos en orientacion
espacial y actividad locomotora. Cuando los animales se si-
tuaron en la cdmara de metacrilato, el software Smart ana-
liz6 durante 90 segundos la direccion que llevaban los ani-
males sobre la ldmina trasparente de metacrilato. Con el fin
de estudiar todos los parametros comportamentales rela-
cionados con una lesion cerebral, el software Smart analizo
los siguientes datos:

Actividad locomotora

Este parametro incluye a) La medida total de todos los
movimientos realizados por un animal expresados por cen-
timetro por segundo (actividad global), b) El namero total
de centimetros recorridos (distancia recorrida) y ¢) La dis-
tancia que los animales son capaces de recorrer por segun-
do representada en centimetros por segundo (velocidad).

Orientacion

Con el objetivo de evaluar la disfuncion orientativa,
Smart analiza el tiempo que los animales permanecen cerca
de las paredes del VIB y en la zona interna de la lamina
trasparente de metacrilato. Los animales sanos se sitian
cerca de las paredes (zona externa) el 98,3% del tiempo de
grabacion. Sin embargo, los animales después de sufrir una
lesion cerebral presentan déficit en su capacidad orientativa
y pasan mds tiempo en la zona interna. Este cuarto parame-
tro se cuantifica como el tiempo en segundos que permane-
ce un animal en la zona interna.

Test alternativos para valoracion del comportamiento animal
Con el objetivo de comparar los resultados de la valora-
cion del dafio cerebral con el VIB, con otros métodos am-
pliamente utilizados en la literatura llevamos a cabo un se-
guimiento en la valoracion de las funciones motoras y
sensitivas de los animales mediante dos test de valoracion
funcional: Test del rotarod (Lab-line Instruments, Inc.,
Melrose Park, IL) y test de valoracion sensitivo-motora.

El rotarod [5] es un sistema objetivo de valoracién, am-
pliamente utilizado y aceptado en la literatura para estu-
diar el equilibrio y la coordinacion de los animales en dis-
tintos modelos experimentales. Consiste en un cilindro que
acelera de forma constante. El sistema es capaz de cuantifi-
car el tiempo en el que el animal se mantiene sobre el rodi-
llo. Un animal con déficits en el equilibrio y en la coordina-
cion de sus miembros traseros y delanteros tendra mayor
dificultad para mantenerse sobre el rodillo aguantando me-
nos tiempo sobre €l.

El test de valoracion sensitivo-motora [6] consiste en una
escala de 0 a 18 puntos que permite identificar y cuantificar
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distintos parametros de disfunciéon motora y sensorial de
un animal. Un resultado de 0 en esta escala estd asociado a
una funcién neuroldgica normal, sin embargo un resultado
de 18 representa el maximo déficit funcional.

Procesos de evaluacion

En este estudio se realizaron 3 sesiones de valoraciéon
funcional del animal sano. Estas valoraciones sirvieron pa-
ra obtener datos concretos sobre el comportamiento del
animal en condiciones normales. Estos datos se tomaron
como referencia a la hora de analizar los déficits funciona-
les de los animales posteriores a la lesion cerebral. Ademas,
estas valoraciones sirvieron de entrenamiento animal para
los test rotarod y valoracién sensitivo-motora. Los datos se
muestran como la media = la desviacion estdndar de las tres
medidas de valoracion. Posteriormente a la lesidén cerebral
se efectuaron 20 sesiones de valoraciones, una vez por se-
mana durante los 5 meses de duracion del estudio. Los da-
tos se muestran como la media = la desviacion estandar de
los datos mensuales.

Analisis estadistico

Los datos se analizaron mediante técnicas estadisticas co-
mo el test de Analisis de varianza a través de un soporte in-
formatico SPSS v15.0. Previamente se realizé un test de
Kolmogorov-Smirrow para comprobar si los datos seguian
una distribucion normal. Se consider6 estadisticamente sig-
nificativo a aquellos datos que presentaron p<0.035.

I Resultados

Durante el estudio, la totalidad de los animales presenta-
ron una disfuncién neuroldgica después de la lesion cere-
bra,l que no mejoré significativamente a lo largo del segui-
miento.

A objeto de caracterizar el comportamiento normal de un
animal en el VIB y tomarlo como referencia, se valord la
conducta animal 3 veces antes de inducirles el dafio cere-
bral. Los animales sanos no mostraron asimetrias compor-
tamentales durante las 3 valoraciones. Estos animales gira-
ron tanto hacia la derecha y como hacia la izquierda
indistintamente. Sin embargo, los animales lesionados gira-
ron preferentemente hacia el lado izquierdo debido a la he-
miparesia que sufren como consecuencia al dafio cerebral
en el lado contralateral de la lesion. Los animales sanos re-
corrieron una distancia total de 696,39 = 21,86 cm llevan-
do una velocidad media de 12,39 = 0,5 cm/s en la camara
de metacrilato durante los 90 segundos de grabacién. La
media de los valores recogidos por el sistema Smart de la
actividad global caracteristica del animal sano es 12,86 =

Fig. 2. Registro de la actividad global y de la marcha. Se aprecia la
actividad global en animales sanos (A), y en animales con lesion
cerebral (B). Se muestra también la trayectoria de la marcha en
animales sanos (C), y en animales con lesion cerebral (D).

0,96 cm2/s. El tiempo que permanecieron en la zona inter-
na de la cdmara de metacrilato fue 1,56 = 0,28 s.

Actividad global: los animales sometidos a una lesion ce-
rebral mostraron un descenso significativo de su actividad
global (8,24 + 1,26 ¢cm2/s) comparados con la actividad
global caracteristica de los animales sanos. La actividad
global de los animales lesionados se incrementd, aunque no
significativamente hasta llegar a un valor de 9,15 = 0,96
cm2/s en el quinto mes (Figura 2).

Distancia recorrida: posterior a la lesion cerebral la dis-
tancia recorrida por los animales se vio significativamente
afectada disminuyendo hasta una media de 267,19 = 22,62
cm. Sin embargo, esta distancia recorrida por los animales
fue incrementdndose hasta llegar a un valor de 326,19 =
39,22 cm en el quinto mes. No hay diferencias significati-
vas entre los distintos meses posteriores a la lesion.

Velocidad: las ratas lesionadas mostraron una disfuncion
motora que ralentiz6 la velocidad de sus movimientos lle-
gando a ser de 5,52 = 0,58 cm/s. Esta velocidad se incre-
mentd a lo largo del estudio llegando a ser de 7,82 + 0,42
cm/s en el altimo mes. Este incremento no fue estadistica-
mente significativo.

Tiempo de permanencia en la zona interna: la variable re-
cogida para estudiar los déficits en memoria cognitiva y
orientacion fue el tiempo que el animal se encontraba en la
zona interna de la cdmara. Los animales lesionados perma-
necieron un tiempo significativamente superior (9,86 *
0.37 s) al tiempo que permanecieron los animales sanos

(1,56 £ 0,28 s).
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En el test del rotarod la puntuacién media basal obtenida
por los animales los tres dias anteriores a la lesion fue de
28,05 = 1,87. A causa de la disfuncién neuroldgica desen-
cadenada por el dafno cerebral, los animales lesionados
efectuaron una puntuacién significativamente menor que
los animales sanos 18,97 = 1,65 (p<0,05). Los animales le-
sionados siguieron un comportamiento homogéneo a lo
largo de todo el estudio.

En el analisis del test sensitivo-motor los animales lesio-
nados mostraron una clara disfuncion sensorial y motora
(7,74 £ 0,5) sin mostrar una mejoria significativa a los lar-
go de los 5 meses de seguimiento.

I Discusion

El estudio de la gravedad de la lesion cerebral es, hoy
por hoy, uno de los retos mas importantes para todo pro-
fesional involucrado en el diagndstico y tratamiento del
dafo cerebral adquirido y requiere modelos experimenta-
les fiables para su reproduccion experimental sobre ani-
males. Tanto la elevada incidencia de este tipo de lesiones
como las consecuencias funcionales que sufren los pacien-
tes con este tipo de enfermedad, nos ofrecen una idea de la
importancia del problema [9].

El modelo de lesion cerebral desarrollado en este estudio
causa deficiencias motoras graves que son evidentes en to-
dos los animales inmediatamente después de sufrir el dafo
cerebral. Para tratar de medir objetivamente los cambios
funcionales, se ha desarrollado un sistema de video VIB-
smart capaz de discriminar diferencias en la funcién mo-
tora y la orientacion de animales lesionados respecto al
comportamiento normal de un animal sano.

Se han desarrollado en la literatura métodos de evalua-
cién del comportamiento locomotor y de diferentes aspec-
tos de la memoria espacial. El test principal capaz de me-
dir estos parametros es el «water maze» test [10][11] en el
cual los animales se sitian en un recipiente con agua y
aprenden a ascender a una plataforma. El pardmetro ca-
racteristico de este es la velocidad con la cual las ratas
aprenden a situarse en la plataforma. Esta herramienta de
caracterizacion de las diferencias neuroldgicas entre ratas
requiere experimentadores especializados y largas canti-
dades de tiempo para el entrenamiento del animal y para
llevar a cabo la valoracién funcional diaria [9]. Sin embar-
g0, VTB es un sistema de video unido al software Smart
que mide objetivamente varios parametros funcionales
afectados por el dafo cerebral durante 90sg por cada ani-
mal. Ademds, no resulta necesario el entrenamiento de los
animales ni investigadores especializados para realizar la
valoracion. Asimismo, VIB es un método completamente

objetivo ya que el examinador es un sistema informatico,
por esta razon, el sistema de doble ciego no resulta nece-
sario en este estudio.

En la literatura se han presentado diversos parametros
utilizados para evaluar la funcién sensitivo-motora de los
animales tras un dafio cerebral [12][13]. Autores previos
[12] encuentran en el llamado «test de la viga» un efectivo
y relevante test, capaz de medir los déficits motores y sen-
sitivos tras un dafio moderado en raton durante dos sema-
nas después de la lesion. Asimismo, el test del rotarod re-
sulta atil para detectar disfunciones de las extremidades.
Sin embargo, VIB permite complementar esta informa-
cion recogida por los test habituales de la literatura con-
tribuyendo, al andlisis con datos tanto de la disfuncion lo-
comotora como de la actividad global y de la orientacion
del animal.

Tras los resultados obtenidos en el presente estudio su-
gerimos que una lesion cerebral induce anormalidades en
aspectos especificos del comportamiento, tales como de-
sordenes en la funcién motora y cognitiva cuando los ani-
males son situados en un campo abierto iluminado. Hoy
por hoy se asume que los métodos de estudio en campo
abierto evaltan las reacciones emocionales mds que la
motivacion exploratoria. Sin embargo, en contraste con
las teorias tradicionales, algunos estudios recientes han
sugerido que el comportamiento que lleva a cabo un ani-
mal situado en un campo abierto estd intimamente rela-
cionado con la sensacion de seguridad [3]. Algunos auto-
res describen la ralentizacion de los movimientos tras una
lesion cerebral como una pérdida de control y coordina-
cion en la actividad motora [14], sin embargo, otra posi-
ble explicacion para la pérdida de velocidad y actividad
global podria ser vilida: en primer lugar, la ralentizacion
en los movimientos puede ser debido a una disminucion
en la resistencia fisica 0 a un incremento en la fatiga del
animal. En segundo lugar, una lesion en el nicleo caudado
del estriado puede cursar con un déficit de atencion, con-
secuencia critica y necesaria para llevar a cabo el manteni-
miento de la coordinacién motora [15].

Por otra parte, la lesion cerebral en ratas desencadena
pérdida de la orientacion espacial. Un animal que presenta
este sintoma sufre modificaciones caracteristicas en su
comportamiento susceptibles de ser estudiadas con el mé-
todo de valoracion VTB. El animal que presenta estos dé-
ficits permanece menos tiempo en la zona externa de la
camara y como consecuencia aumenta su estancia en el
area interior. Es bien sabido que los déficits cognitivos se
relacionan con el estriado. Dado que el estriado participa
en el circuito cortico-estriatal-palido-tdlamo-cortical, la
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alteracion de este circuito en algun punto afecta a su fun-
cién [15][16]. Por lo tanto, no es sorprendente que una
disfuncion estriatal desemboque en fallos en la orienta-
cion lo cual no permite a los animales presentar reaccio-
nes exploratorias normales y optimizar su seguridad.
Como resumen de estas observaciones, es importante
contar con un test que discrimine finamente pequenas dis-
funciones neuroldgicas a lo largo del tiempo. Nuestro es-
tudio demuestra que VTB unido al software Smart es un
método fiable, preciso y eficiente para medir déficits neu-
rologicos después de una lesion cerebral en animales. |
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