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Resumen
La conducta constituye uno de los parametros medibles de mayor importancia en los

estudios de toxicologia de la reproduccion, vinculada sobre todo a la etapa postnatal de la
nueva cria en estudios de una sola generacion y multigeneracional. En este articulo tuvimos
por objetivo brindar los procedimientos para realizar la evaluacién de la actividad exploratoria
en campo abierto, evitaciéon activa y pasiva en ratones, evaluacion del movimiento de
orientacion en plano inclinado, evaluacion de la respuesta a la prueba del plato caliente y por
ultimo el procedimiento para la evaluaciéon de la respuesta a la prueba de la varilla rotatoria. El
colectivo de autores esperamos que este articulo sea de gran utilidad para los toxicélogos que
visitan la revista, ya que en este documento se destacan procedimientos eminentemente de
conducta animal, muy utiles en los estudios de toxicologia de la reproduccion, donde se explica
a fondo el principio de cada una de estas pruebas y como realizarla. Solo compete a los
investigadores darle una explicaciéon cientifica a los resultados que obtengan en cada una de

estas pruebas al evaluar sus productos.
Palabras claves: Toxicologia postnatal, conducta, actividad exploratoria, evitacion activa y

pasiva, movimiento de orientacion en plano inclinado, prueba del plato caliente, prueba de la

varilla rotatoria.
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Abstract

Main procedures for evaluating the behavior in advanced postnatal toxicology
studies.

The behavior constitutes one of the appraisable parameters of more importance in the
reproduction toxicology studies, linked mainly to the postnatal stage of the new breeding in
one generation and multigenerational studies. In this article we had for objective to offer the
procedures to carry out the evaluation of the open field exploratory activity, active and passive
avoidance test in mice, evaluation of the orientation movement in inclined plane, evaluation of
the response to the hot plate test and lastly the procedure for the evaluation of the response
to the rotating rod test. The authors group hopes that this article is since of great utility for the
toxicologists that visit the Journal, in this document we highlight the procedures eminently of
animal behavior, very useful in the toxicology reproduction studies, where it is thoroughly
explained the principle of each one of these tests and as carrying out it. It concerns the
researchers to give a scientific explanation to the results that they obtain in each one from

these tests when evaluating yours products.

Key words: Postnatal toxicology, behavior, exploratory activity, active and passive avoidance,

orientation movement in inclined plane, hot plate test, rotating rod test.
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Introduccidon

La conducta animal constituye el modo de actuacion de los diferentes tipos de animales,
tema que ha suscitado un enorme interés en los pensadores desde los tiempos de Platon y
Aristoteles. Es particularmente enigmatica la habilidad de algunas criaturas simples para
desarrollar tareas complejas: tejer una telarafia, construir un nido, cantar una cancion,
encontrar refugio o capturar a su presa; todo ello en el momento justo y con escaso o nulo
aprendizaje previo.! Tales comportamientos se han estudiado desde dos perspectivas bastante
diferentes, de hecho casi opuestas en sus planteamientos, que exponemos a continuacién: o
bien los animales aprenden todo lo que hacen (enfoque conductista, haciendo hincapié en el
aprendizaje), o bien saben instintivamente coémo hacerlo (enfoque etoldgico, que subraya el
papel de la herencia). Ninguno de estos enfoques logra dar una explicacion totalmente
satisfactoria.?

La impronta, en consecuencia, tiene cuatro caracteristicas béasicas que la diferencian del
aprendizaje normal: primero, un periodo de tiempo especifico, o periodo critico, en el que el
aprendizaje ha de tener lugar; segundo, un contexto especifico, normalmente definido por la
presencia de un estimulo sefial especifico; tercero, una restriccion en el aprendizaje para que
el animal recuerde sélo un estimulo especifico, como el olor, e ignore otros que a priori
parecerian mas relevantes; y cuarto, no hace falta ningdn tipo de premio o recompensa
(refuerzo positivo), para que el animal aprenda y recuerde lo aprendido.®*

Estas cualidades son evidentes en muchos tipos de aprendizaje, y hoy somos capaces
de comprender el valor que tiene el aprendizaje innato: en un mundo lleno de estimulos,
permiten al animal orientarse sobre qué debe saber y qué debe ignorar. Por razones de
economia adaptativa, los animales deben recoger solamente el minimo de informacién
necesaria que les resuelva una situacion.*

Conociendo de forma bastante profunda la conducta animal, se crearon diferentes
ensayos 0 técnicas que permiten recopilar informacion necesaria sobre determinados aspectos
puntuales de esta rama, las cuales estan integradas en los estudios de farmacologia como
modelos para evaluar el efecto de determinados farmacos, productos naturales y otros en este

sistema en etapas postnatales. Dentro de ellos se encuentran la evaluacion de la actividad
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exploratoria en campo abierto, evitacion activa y pasiva en ratones, evaluacion del movimiento

de orientaciéon en plano inclinado, evaluacion de la respuesta a la prueba del plato caliente y
por ultimo el procedimiento para la evaluacion de la respuesta a la prueba de la varilla
rotatoria.

Por tanto nos plantemos como objetivo fundamental de este trabajo de revision brindar
los procedimientos de estas 4 técnicas. El colectivo de autores esperamos que este articulo sea
de gran utilidad para los toxicologos que visitan la revista, ya que en este documento se
destacan procedimientos eminentemente de conducta animal, muy Uutiles en los estudios de
toxicologia de la reproduccion, donde se explica a fondo el principio de cada una de estas
pruebas y como realizarla. Solo compete a los investigadores darle una explicacion cientifica a

los resultados que obtengan en cada una de estas pruebas al evaluar sus productos.

Desarrollo

1. Procedimiento para la evaluacion de la actividad exploratoria en campo abierto.

Evaluar la actividad exploratoria del animal, fundamentalmente esta prueba se realiza en

ratones.

Procedimiento:

Es recomendable realizar la prueba en un lugar cerrado para evitar ruidos y se debe guardar

silencio para no distraer al animal.®

Para su realizacién se cuenta con un dispositivo circular con paredes de 15 cm de altura y

didmetro de 30 cm, en cuyo piso se dibuja un circulo concéntrico de d=10 cm.

1. Coloque el dispositivo sobre una superficie lisa

2. Anote la fecha, cédigo del animal, cddigo del tratamiento y el tiempo que llevan de
tratamiento los animales.

3. Introduzca el animal en el centro del circulo concéntrico y anote la latencia de salida del
mismo. Ubiquese de tal forma que pueda observar su conducta. El tiempo de observacion

es de 6 minutos.®
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En la casilla correspondiente a Paradas (P) registre el nimero de veces que el animal se
para sobre las patas traseras, con o0 sin apoyo, haciendo tantas rayas verticales como
veces que se pare. El total andtelo en la casilla contigua.

De la misma forma, en la casilla correspondiente a Cruces (C), registre el nUmero de veces
que con sus patas delanteras cruza sobre el circulo central.

En la casilla de observaciones anote si el animal orina, defeca, salta, se acicala o algun otro
dato de interés.

La actividad total se registra como P + C.

La evaluacion de los resultados de la actividad total, y de las variables P y C de manera
independiente, se realiza por comparacion de los grupos tratados con el control usando

para ello el test no paramétrico de la U de Mann Whitney.’

2. Prueba de evitacion activa (active avoidance test) en ratones.

Evaluar el aprendizaje y la memoria en ratones.

Procedimiento:

Entrenamiento.®

1.

2.

6.

El entrenamiento consta de 1sesion diaria durante 10 dias.

Se realiza en una caja plastica dividida en dos compartimentos con piso de rejilla metalica.
El ratén se coloca en uno de los compartimentos y se emite un sonido y a continuacion un
shock eléctrico de 0.5 mA a través de la rejilla metalica del piso de la caja.

Esto constituye un estimulo adverso para el animal y lo induce a saltar al otro
compartimento.

Con el entrenamiento el animal debe aprender que al recibir la estimulacidon sonora, sino
cambia de posicién recibira la estimulaciéon eléctrica.

Pasados 10 dias solo aquellos que aprendieron podran ser utilizados en el experimento.

Prueba de evitacién activa.

1.

2.

7.

El tiempo de tratamiento debe quedar especificado en el protocolo.
Los animales entrenados son sometidos a la prueba.
El ratdn se coloca en uno de los compartimentos y se emite un sonido y a continuacién el

shock eléctrico. &°
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8. Se evalla el tiempo de latencia, o tiempo que demora el animal para saltar al otro

compartimento.

8,10

9. Se comparan los tiempos de latencia de los animales que saltan de los tratados y los no

tratados (controles).

10. Se evalla el porciento de retencion como la cantidad de animales de cada grupo que no

salta.'!

3. Prueba de evitacion pasiva (passive avoidance test) en ratones.

Evaluar la retencion de una tarea de evitacion pasiva.

Procedimiento:

1.

Anotar la fecha, codigo del animal y del tratamiento que recibié el animal, periodo de
administracion asi como los datos de la prueba.

El experimento se realiza en una caja plastica iluminada (20 x 20 x 20 cm) conectada a
una caja oscura mas pequefia (10 x 10 x 10 cm) por una puerta de guillotina. El
compartimento oscuro tiene una rejilla electrificada en el piso y la corriente se
suministra por una fuente de corriente constante.?

El raton se coloca en el compartimento iluminado y se anota la latencia de entrada al
compartimento oscuro usualmente ocurre dentro del primer minuto. Inmediatamente se
baja la puerta de la guillotina y el animal recibe un shock eléctrico de 0.5 mA durante 3
segundos. A continuaciéon se sube la puerta y el raton debe abandonar el
compartimento donde recibid el estimulo negativo.

Transcurridas 24 horas del entrenamiento, el mismo animal es colocado en la caja
iluminada (sesiéon de prueba) y se anota el tiempo de latencia de entrada al
compartimento oscuro. 3

Los animales que permanecen por mas de 60 segundos en el compartimento claro se
recoge como tiempo de latencia de entrada 60 segundos y se da por culminada la
prueba.'*

Se cuantifica la retenciéon como el porciento de animales que evitan el compartimento

OSscCuro.
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4. Evaluacion del movimiento de orientacion en plano inclinado.

Observar si el animal asciende en el plano inclinado como su conducta normal.

Procedimiento:

1.

Registre los datos del ensayo, la fecha, cddigo del animal, cédigo del tratamiento y el
tiempo que lleva cada animal de tratamiento.

Coloque el animal en una rejilla inclinada en un &angulo de aproximadamente 45° en
posicion descendente (cabeza hacia la parte mas baja).

El animal en condiciones normales tendera a enderezarse completamente y ascender por la
rejilla.*®

Registre el tiempo en que cada animal se coloca en posicidon vertical, con la cabeza hacia
arriba en el transcurso de un minuto.

El ensayo se considera terminado cuando el animal no realiza esta operacion en el tiempo
sefialado y se registra en la planilla 60 segundos para ese animal.*®

En el andlisis se comparara el % de animales que se enderezan o no por grupo, para lo
cual se usara el test de la Probabilidad Exacta de Fischer.’

Ademas se comparara el tiempo de latencia en la respuesta de enderezamiento en los

grupos tratados y control, usando el test no paramétrico de la U de Mann Whitney.”

5. Procedimiento para la evaluacion de la respuesta a la prueba del plato caliente.

Establecer la respuesta a estimulos nociceptivos a través de la latencia de respuestas al dolor

por el estimulo doloroso causado por el calor.

Procedimiento:

Se

16-18

cuenta con un dispositivo transparente, hueco y resistente al calor, cuyas dimensiones

varian en dependencia de la especie, que se coloca sobre una plancha de calentamiento a 57+2

°C.

1.

Anote los datos necesarios, la fecha, coédigo del animal, cédigo del tratamiento y el tiempo
de administracion a que se han sometido los animales. La planilla tiene espacio para
realizar esta prueba en tres tiempos diferentes de administracion a los mismos animales.*®

Introduzca el animal en el dispositivo sobre la plancha y observe.
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El tiempo maximo de duracion de la prueba sera 1 minuto. En ese tiempo se anotara en la
planilla el tiempo transcurrido desde que se coloca el animal en la plancha hasta que:®°
e Se lame las patas.

e Salta.

Si el animal salta sin lamerse, se anotara dicho tiempo tanto para salto como para lamido.

Si el animal se lame pero no salta en un minuto, se registra el tiempo de lamido y se considera

tiempo de salto 60 segundos.

Si el animal ni se lame las patas ni salta en un minuto, ambos tiempos se consideraran 60

segundos.

4.

El tiempo en que el animal se lame las patas se registra, pero no implica dar por concluido
el ensayo. Esto se hace solo una vez que el animal salta o al transcurrir 60 segundos sin

gue lo haga.**

5. En este ensayo se comparara el tiempo de latencia en el plato de los grupos tratados y el
control, usando para ello el test no paramétrico de la U de Mann Whitney.’

6. Procedimiento para la evaluacion de la respuesta a la prueba de la varilla

rotatoria.

Evaluacion de la capacidad de sujecion y ejecucién motora en varilla rotatoria.

Procedimiento: 22

Para su realizacion se necesita un equipo de varilla rotatoria.

1.

Anote la fecha, cédigo del animal, cddigo del tratamiento y el tiempo que llevan de
administracion los animales. La planilla debera tener espacio para realizar esta prueba en
tres tiempos diferentes de administracién a los mismos animales. 2

La prueba consiste en colocar al animal sobre una rejilla horizontal al plano de la tierra y
hacerla girar 180°, de forma tal que el animal quede suspendido de la rejilla en lugar de
sobre la rejilla.

En la prueba se registra si el animal se cae, pasa o no pasa al otro lado de la rejilla
buscando enderezarse en el transcurso de 1 minuto.

Antes de realizar la experiencia todos los animales se evaluaran en este test para descartar

los que presenten posibles afectaciones que le impidan ejecutar esta maniobra.
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5. En este test se compara el % de animales que caen y % de animales que no pasan al otro

lado de la rejilla de los tratados con los del grupo control usando para ello el test de la

Probabilidad Exacta de Fischer de doble cola.”?*

Conclusiones

El colectivo de autores esperamos que este articulo sea de gran utilidad para los
toxicélogos que visitan la revista, ya que en este documento se destacan procedimientos
eminentemente de conducta animal, muy Uutiles en los estudios de toxicologia de la
reproduccion, donde se explica a fondo el principio de cada una de estas pruebas y como
realizarla, solo compete a los investigadores darle una explicacion cientifica a los resultados
que obtengan en cada una de estas pruebas al evaluar sus productos. Quisiéramos sino es
mucho pedir que de existir alguna interrogante no dudaran en comunicarse con nosotros para
poder ayudarlos, o se comunicaran con el cuerpo editorial de la revista el cual pudiera ayudar
en la comunicacion eficiente con los autores principales de este trabajo, asi como
agradeceriamos que de ser (til para ustedes también no los hicieran llegar.

Atentamente Colectivo de Autores.
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