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Implementacion de sistemas evaluadores de
conducta ansiolitica en ratones de laboratorio

utilizando procesamiento digital de imagenes
Implementation of anxiety evaluation systems in
laboratory mice using digital image processing

David Moreno, Juan José Pazmifio, Mariela Guerra, Gisela Pilco, Monica Zabala,

Abstract— Currently there are several techniques to evaluate
anxiolytic behavior in laboratory animals, since their behavior is
very similar to that of humans, such techniques include manual
and observational methods, where the evaluator must carefully
observe the entire experiment and document each one of the
events of interest made by the mouse, or in turn acquire
electronic equipment that fulfill this function. However, the last
option could be expensive. This article proposes the design and
implementation of two low cost anxiety assessment devices
(Elevated Plus Maze and Light-Dark Box) using digital image
processing, which after the validation of the operation delivers
results automatically through an application developed in
Matlab. The results provided by the application coincide with
those that an observer would obtain manually and visually,
facilitating the tasks of the evaluator and reducing the possible
human errors and ambiguity existing in manual tests.

Index Terms — Processing, Digital, Images, Device, Anxiety,
Mice.

Resumen— En la actualidad existen varias técnicas para
evaluar la conducta ansiolitica en animales de laboratorio, debido
a que su comportamiento es muy similar al del ser humano,
dichas técnicas incluyen métodos manuales y visuales, donde el
evaluador debe observar atentamente todo el experimento y
documentar cada uno de los eventos de interés realizados por el
ratén, o a su vez adquirir equipos electrénicos que cumplan esta
funcién, sin embargo, esta alternativa podria ser demasiado
costosa. El presente articulo plantea el disefio e implementacién
de dos equipos evaluadores de ansiedad de bajo costo (Laberinto
en Cruz Elevada y Cuarto Claro Obscuro) mediante
procesamiento digital de imagenes, los mismos que después de la
validacién del funcionamiento entrega resultados de manera
automatica a través de una aplicacion desarrollada en Matlab.
Los resultados brindados por la aplicacién coinciden con aquellos
que un observador obtendria de forma manual y visual, lo que
facilita las labores del evaluador y reduce notablemente los
posibles errores humanos y de ambigiiedad existentes en las
pruebas manuales.
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I. INTRODUCCION

LOS modelos existentes para la evaluacion ansiolitica en
animales ha tomado un gran auge en los ultimos tiempos
debido a la estrecha relacion que existe en el comportamiento
humano, convirtiéndose en un peldafio para la elaboracion de
farmacos o soluciones naturales que permitan controlar ciertos
factores de estrés, miedo, ansiedad, etc.

La mayoria de dichas evaluaciones implican una
observacion constante de todo el experimento, es decir, se lo
debe realizar de forma manual de tal manera que se debe
contabilizar, documentar y cuantificar la cantidad de eventos
producidos en cada uno de los experimentos, estos métodos
rudimentarios conllevan a la posible existencia de errores
humanos a lo largo de la evaluacion.

De igual forma existen alternativas donde se ha utilizado la
tecnologia para tratar de mejorar la recoleccion de datos de
cada uno de los experimentos existentes, mediante
dispositivos o sensores como detectores de presencia o de
proximidad capaces de determinar la existencia de eventos
provocados por el sujeto en cuestion, en este caso un roedor.
El problema con ciertas técnicas es que el costo de adquisicion
es elevado y en otras ocasiones los resultados no son los
esperados.

II. TRABAJOS RELACIONADOS

A. Modelos de comportamiento

El desarrollo de test probados con modelos animales no
humanos permite evaluar los procesos psicologicos normales y
anormales como sintomas o sindromes psicopatologicos
humanos y tratamientos para estas enfermedades [1].

El comportamiento de los animales se valora ante
escenarios especificos que implica la aplicacion de modelos de
respuesta condicionada por factores externos que incluyen
sometimiento a situaciones de estrés que provocan miedo ante
la exposicion de espacios abiertos, al considerar el hébitat
natural de ciertos animales como las ratas acostumbran a
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convivir en hacinamiento, generalmente oscuros. Asi mismo
acciones como privacion de alimento y agua, exposicion a luz
en diversas intensidades, asi como la administracion de
choques eléctricos, entre otras son parte de los factores a los
que se puede exponer a los sujetos en prueba [2]. Ciertas
ventajas de la utilizacion de estos modelos radican en razones
ecologicas, son pruebas de tiempo de ejecucion corta, sencilla
y economica al no depender de equipos elaborados y de alto
costo [3].

Por el contrario, los modelos de respuesta condicionados
buscan analizar el comportamiento y respuesta de los sujetos
bajo estimulos aversivos permitiendo medir el nivel basal por
parte del experimentador, ademas de los requerimientos de
ejecucion del experimento. Es decir, los modelos
condicionados implican el entrenamiento constante de los
sujetos en analisis frente a estimulos no habituales, por lo que
es necesario acondicionarlos a las nuevas situaciones.

B. Tests utilizados para la medicion de ansiedad.

La ansiedad ha sido estudiada extensamente en modelos de
animales y existen mas de treinta tests [4] basados en
respuesta condicionada o no condicionada como se menciona
en la Seccion A.

C. Test con Modelos no condicionados

El Laberinto en Cruz Elevada es considerado uno de los
escenarios mas utilizados para la determinacion de ansiedad
[5] permite observar la conducta exploratoria en callejones
abiertos y cerrados para determinar si la estimulacion
novedosa despierta miedo y exploracion. Los resultados han
mostrado que los roedores en ambientes abiertos muestran
mayor miedo.

El indice de ansiedad se valora mediante resultados
espacios-temporales que permiten determinar la actividad
general del sujeto al tomar en cuenta el nimero de cruces que
realiza entre los brazos, expresados en porcentaje o relacion de
tiempo de permanencia total en el brazo [6].

Este modelo se ha validado en pruebas de diferentes
especies como ratas [7], ratones [8], cerdos de guinea [9],
ratones silvestres [10] y hamster sirio [11].

El test de claro oscuro ideado por Crawley y Goodwin [12]
se basa en el hecho de que los roedores son animales
nocturnos y muestran un rechazo natural a la luz, asi mismo su
motivacion exploratoria impulsa a reconocer el lugar al que
estdn expuestos al transitar entre compartimentos separados
por una abertura que permite el paso entre ambas zonas oscura
y clara. El tiempo de duracién del test es corto y el
comportamiento es documentado en un archivo de video para
su posterior analisis. Los pardmetros evaluados incluyen
nimero de transiciones entre compartimentos, latencia de
permanencia/abandono entre zonas clara/oscura,
respectivamente, nimero de cuadrados que el animal recorre
en las distintas zonas y nimero de elevaciones que realiza en
cada compartimento.

D. Test con Modelos condicionados

El condicionamiento clasico o condicionamiento pavloviano
es un tipo de aprendizaje asociativo que fue demostrado por
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[13]. Este modelo es utilizado como principal prueba para
evaluar ansiedad. Su objetivo es determinar las variables que
influyen en la formaciéon de reflejos condicionados y luego
especificar sus mecanismos de accion [14]. Uno de los
procedimientos mas utilizados es la suministracion de
corriente eléctrica a través de un suelo con rejillas metélicas
en una caja de condicionamiento que inmoviliza al sujeto, ésta
es una reaccion adaptativa a un estimulo temeroso [15].

E. Tecnologia utilizada para la evaluacion de la trayectoria
en roedores

La valoracion de los resultados se basa en la visualizacion y
conteo manual de los parametros establecidos por cada test
ejecutado. Es bien conocido de los errores humanos a los que
estan sujetos los resultados y para evitarlo es necesario
apoyarse en recursos tecnoldgicos y en sistemas
computarizados para el procesamiento de la informacion.

Parametros como el nimero de veces que el sujeto cruza
entre secciones y el tiempo de estancia en cada uno de ellos
son contabilizados manualmente, sin embargo es posible
determinar automaticamente los mismos parametros basados
en el analisis de la posicion de sujeto dentro del escenario
propuesto. Las técnicas de posicionamiento, debido al espacio
reducido, debe brindar precision en el monitoreo de la
trayectoria que el sujeto ejecuta. Para ello, los sistemas
utilizados de posicionamiento actuales involucran diferentes
sensores de alta resolucion que permiten automatizar el
proceso de observacion con el minimo de errores, lo que evita
provocar efectos secundarios que puedan influenciar en el
comportamiento del sujeto en analisis.

Este procedimiento se integra a la utilizaciéon de diversos
sensores que incluye ultrasénicos, de presencia, por
microondas, Opticos, fotograficos, entre otros [16], que son
utilizados acorde a las caracteristicas y requerimientos
necesarios dentro del experimento. El caso para la utilizacion
de sensores ultrasonicos [17] basa su funcionamiento en la
medicion de la distancia mediante el uso de ondas
ultrasdnicas, este emite una onda y recibe la onda reflejada
que retorna desde el objeto. La confiabilidad de deteccion de
un objeto es alta ya que, al reflejarse en una superficie de
vidrio o liquido, incluso los objetos transparentes pueden ser
detectados con una precision de Imm. Es resistente a la
acumulacion de polvo, la deteccion de presencia es estable y
de bajo costo. A pesar de sus caracteristicas, para el monitoreo
y determinacion de la posicion de los roedores no es factible,
ya que debido a la frecuencia de operacion provoca
perturbacion en los sujetos que crea un ambiente de prueba
condicionado. [14]

F. Procesamiento de imdgenes

El posicionamiento basado en imagenes [18] es una técnica
no invasiva. Su funcionamiento se basa en la grabacion del
comportamiento del sujeto en un lapso de tiempo para luego
convertirla en una secuencia de imagenes a través de la
aplicaciéon de técnicas y algoritmos para el procesamiento
digital de imagenes que permita mejorarlas, clasificarlas,
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discriminarlas acorde al interés propuesto y procesarlas para
diversos fines.

La implementacion de esta técnica implica un alto coste
computacional y la utilizacion de software con altas
prestaciones de procesamiento, Matlab® [16] es una
herramienta de software matematico que ofrece un entorno de
desarrollo integrado (IDE) con un lenguaje de programacion
propio, permite procesar informacion de diversos tipos y su
representacion a través de la implementacion de algoritmos y
creacion de interfaces de usuario (GUI), es por esto que se
opta por la utilizacion de éste ya que es afin y util para el
interés de este proyecto.

La automatizacion del proceso del analisis de parametros en
roedores significa incrementar la confiabilidad en los
resultados obtenidos, a través de la implementacion de
sensores y algoritmos de procesamiento de la informacion. Las
facilidades que se brinda al observador incluyen la
simplificacién del proceso, disminucion de tiempo en la
ejecucion de pruebas, procesamiento de la informacién y
creacion de registros e historiales que puedan corroborar datos
anteriores y permitan ser analizados constantemente. A nivel
nacional los bioterios existentes [20] ejecutan el mismo
proceso manual ya que la adquisicion de instrumentacion
especializada demanda altos presupuestos. La utilizacion de
sensores para el monitoreo de las acciones de los roedores
representa una herramienta alternativa confiable respecto a los
sistemas comerciales.

III. DESCRIPCION DEL DISENO

Para el desarrollo de los sistemas de medicion ansiolitica en
ratones propuestos en este articulo se ha considerado el
procesamiento digital de imagenes a partir de la grabacion de
un video, cuyos datos son recolectados por una camara de
video fijada en un soporte disefiado y elaborado
especificamente para las pruebas realizadas, cuya altura puede
ser regulable en cada experimento, dichos datos son
procesados en una aplicacion creada con Matlab, obteniéndose
una trayectoria con una resoluciéon Optima en cuanto al
desplazamiento del roedor, ya que en este caso la resolucion
de ubicacion del raton depende de la resolucion misma de la
camara y no de sensores externos.

A. Caracteristicas de Adquisicion de Video

Las caracteristicas del video recolectado por la camara
marca DLINK modelo DCS-931L son las siguientes:
e  Extension del video .avi
e  Formato RGB24
e Video en calidad RGB
e Muestreo a 10 frames por segundo
e Resolucion 648 x 480 pixeles
En la Fig. 1 se puede observar la camara de video y la
estructura de soporte de altura variable, la cual cuenta con una
cortina para controlar y mantener los mismos niveles de
luminosidad en cada una de las pruebas, que es fundamental al
momento de realizar el procesamiento de la informacion.
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B. Digitalizacion de video

Una vez que se ha recolectado el video a ser procesado se
importa al workspace de Matlab para obtener la informacién
de los frames de todo el intervalo de tiempo de grabacién,
obteniéndose basicamente una matriz cuatridimensional de
informacion, donde cada frame en un instante de tiempo esta
constituido de tres matrices (R G B) con dimensiones de la
resolucion de la camara (640 x 480).

En la Fig. 2 se observa el primer frame y el ultimo frame
sobremontados de una pequefia secuencia de video donde un
roedor se desplaza de una posicion inicial a una final.

DRP2-IT M-

-

Fig. 2. Posicion inicial y final del roedor (primer y ultimo frame del video
sobremontados).

C. Conversion a Blanco y Negro
Después de haber digitalizado el video es necesario detectar
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la ubicacion del roedor en cada uno de los frames, para lo cual
es necesario que exista un nivel de contraste entre el color del
ratén y el fondo de los dispositivos de experimentacion, que
debe ser mas oscuro que el color blanco propio del raton. Se
convierte inicialmente cada frame con componentes RGB en
una sola matriz que representa una imagen en escala de grises,
se define entonces un valor de umbral, el cual es de vital
importancia para la discriminaciéon de colores, ya que los
valores de la matriz que estaran por debajo del umbral se les
asignara un color 0 que representa el color negro, mientras que
aquellos valores que superen el umbral se les asignara un valor
de 1 que representa el color blanco, esto implica que
solamente el area del roedor deberia superar el valor de
umbral para que se le asigne un valor de 1 a esa porcion de la
imagen.

D. Deteccion y Ubicacion del Roedor

Si la conversion de un frame con matrices RGB a una sola
matriz binaria que representa imagenes en blanco y negro se
realizd correctamente en base al umbral de conversion, se
obtiene basicamente una mancha blanca sobre un fondo negro,
la misma que representa la ubicacion del raton en el instante
de tiempo de captura del frame, tal como se observa en la
Fig. 3, donde todo el fondo negro representa el area del
experimento y la mancha blanca representa la ubicacion del
raton.

[X.Y]: [166 65]
Index: 1
[R,GB]:[111]

Fig. 3. Imagen en blanco y negro del Gltimo frame del video.

E. Obtencion de Trayectoria

Para la obtencion de la trayectoria a partir de la ubicacion
del roedor en cada frame del video, se ha utilizado funciones
propias de Matlab, las mismas se detallan a continuacion:

e im2bw.- Transforma una imagen en escala de
grises en una imagen Blanco y Negro en funcién
de un umbral.

e medfilt2.- Realiza un filtrado de una imagen al
estilizar bordes de imagenes contrastadas (Puede
eliminar manchas no deseadas en una imagen).

e Dbwlabel.- Detecta cada una de las manchas blancas
existentes en un fondo negro y las etiqueta para
diferenciarlas unas de otras.

e  regionprops.- Extrae las propiedades
fundamentales de cada una de las manchas blancas
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detectadas en un fondo negro en una imagen
blanco y negro (Area, BoundingBox, Centroid,
etc.)

e Area.- Determina el valor del area en pixeles de
cada mancha blanca sobre un fondo negro en una
imagen blanco y negro

e Centroid.- Extrae la informacién de coordenadas
en pixeles del centro de cada mancha blanca en un
fondo negro de la imagen blanco y negro

Una vez que cada frame se ha convertido en una imagen en
blanco y negro, se posiciona el centro de la mancha blanca que
representa al roedor en un sistema de referenciacion cartesiano
(x,y) en funcion de los pixeles de las imagenes de cada frame,
como se observa en la Fig. 3. Al considerar que la sucesion de
frames representa el desplazamiento del roedor, la obtencién
de los centros de cada mancha blanca en cada imagen
representa las ubicaciones del roedor en términos de una
sucesién de coordenadas cartesianas (x,y), lo que resulta en
una trayectoria al unir cada uno de los puntos correspondientes
como se muestra en la Fig. 4.

Trayectoyia del Roedor
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Fig. 4. Representacion de la trayectoria del roedor de una secuencia de video.

F. Procesamiento de Informacion

Una vez que se ha obtenido la trayectoria del
desplazamiento del roedor a través de la sucesion de
coordenadas de los centros de las manchas blancas en cada
frame, se puede procesar los datos obtenidos para determinar
cada uno de los eventos de interés en cada una de las pruebas
realizadas por medio principalmente comparaciones de cada
uno de los valores de la trayectoria.

En este articulo se han desarrollado dos experimentos
especificos: La prueba de Laberinto en Cruz Elevada y la
Prueba del Cuarto Claro Obscuro, para lo cual se ha elaborado
los modulos respectivos para las pruebas, estos se detallan a
continuacion

G. Laberinto en Cruz Elevada

El Laberinto en Cruz Elevada se ha disefiado en acrilico
pintado de negro, con 4 brazos y soportes en cada extremo,
cada uno de los brazos posee dimensiones de 30 x 10 cm y
estan elevados 38 cm del suelo, dos de los brazos que se
encuentran frente a frente poseen paredes laterales de 20 cm
de altura, el disefio y medidas se muestran en la Fig. 5,
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mientras que una fotografia del equipo implementado se
muestra en la Fig. 6

40 ¢

70 ™

Fig. 6. Fotografia del Laberinto en Cruz Elevada implementado.

La camara de video se ha colocado perpendicularmente
sobre el centro del laberinto de tal forma que en el video los
brazos abiertos resulten en la parte superior e inferior de la
pantalla mientras que los brazos cerrados en la parte izquierda
y derecha.

Los parametros que se han determinado en este experimento
son los siguientes: tiempo de permanencia en los brazos
abiertos, tiempo de permanencia en los brazos cerrados,
tiempo de permanencia en el centro, nimero de entradas a los
brazos abiertos, nimero de entradas a los brazos cerrados,
numero de entradas al centro, distancia recorrida y velocidad
media

Cada uno de estos pardmetros se ha obtenido con el
procesamiento de la trayectoria, al efectuar un analisis de
ubicacién del roedor en cada instante de tiempo, mediante una
comparacion entre la ubicacion actual de procesamiento con la
ubicacion precedente.
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El experimento comienza con el raton en el centro de la
cruz y se determina si ha existido cruces hacia los brazos
abiertos o cerrados en base a comparaciones con cada una de
las ubicaciones actuales en la trayectoria, es decir, si cumple
con cierta condicion se considera un evento, por ejemplo si la
posicion actual corresponde a una posicion dentro del area de
un brazo abierto y la posicion anterior correspondia a una
ubicacion dentro del centro del laberinto, entonces se
contabiliza una entrada a los brazos abiertos, caso contrario si
la posicién actual estd en la misma seccion de la posicion
anterior, no se contabiliza ninguna entrada. En la Fig. 7 se
puede observar un diagrama de flujo del algoritmo utilizado
para el desarrollo de este experimento.

INICIO

nf = & frames.
(x,y) = centro
POs_ant= centro
i=1

in_abierto =0
in_cerrado = 0

. P
W temtio=0

iziel

obtencidn (x.y)

(x.y) = abierto
NO && SI

poOs_ant = centro

(xy) = cerrado in_abierto = in_abierto + 1

NO & Sl pos_ant = abierto
POs_ant = centro
in_cerrado = in_cerrado + 1
poOs_ant = cerrado
(x,y) = centro
NO && Sl
pos_ant = ablerto
o cerrado

in_centro = in_centro + 1
pos_ant = centro

NO

in_ablerto
in_cerrado
in_centro

i<=nf

o
Fig. 7. Diagrama de flujo para la obtencion de eventos (ingresos en cada
seccion) del Laberinto en Cruz Elevada.

Para determinar el tiempo de permanencia en cada una de
las secciones simplemente se ha utilizado la cantidad de
muestras que se ha detectado dentro de cada seccién y se
multiplico por el inverso de la frecuencia de muestreo (frames
por segundo) de la camara, mientras que para calcular la
velocidad promedio y la distancia total recorrida por el raton
en todo el tiempo de medicion se ha calculado la distancia
entre muestra y muestra con las coordenadas obtenidas en la
deteccion de la ubicacion y por medio de la frecuencia de
muestreo se puede obtener la distancia y la velocidad de
desplazamiento entre muestra y muestra, como se observa en

Dy @)

d=(x,—x) +(n, - ) 1)
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v=d-f, 2)

donde d es la distancia calculada entre muestras, (x;, y;) son
las coordenadas de la muestra anterior, (x, , y,) son las
coordenadas de la muestra actual, v es la velocidad del roedor
entre muestras y f; es la cantidad de frames por segundo del
video

H. Cuarto Claro Obscuro

El Cuarto Claro Obscuro se ha elaborado en acrilico, del
cual una parte es transparente y la otra se ha pintado de negro,
las dimensiones totales del equipo son de 44 x 21 ¢cm y con
una altura de 21 cm, la seccidon transparente es de 29 x 21 cm
y la obscura de 15 x 21 cm, ambas secciones se encuentran
separadas por una pared pintada de negro, que tiene una ranura
de 13 cm de largo y 5 cm de alto para permitir el cruce del
roedor de una seccion a otra, el disefio y medidas se muestran
en la Fig. 8 mientras que una fotografia del equipo
implementado se muestra en la Fig. 9.

44 cm

295

5

Fig. 8. Medidas del Cuarto Claro Obscuro implementado.

Fig. 9. Fotografia del Cuarto Claro Obscuro implementado.

La camara de video se coloco perpendicularmente sobre la
division entre el cuarto claro y obscuro de tal forma que en el
video el cuarto claro resulte en la parte izquierda de la pantalla
mientras que el cuarto obscuro en la parte derecha.

Los parametros que han sido obtenidos con este
experimento son los siguientes: tiempo de permanencia en el
cuarto claro, tiempo de permanencia en el cuarto obscuro,
tiempo de permanencia en la zona de cruce, numero de
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entradas al cuarto claro, nimero de entradas al cuarto obscuro,
distancia recorrida y velocidad media.

De la misma forma que el experimento anterior estos
parametros se han obtenido con el procesamiento de la
trayectoria, al efectuar un analisis de ubicacion del roedor en
cada instante de tiempo mediante una comparaciéon con la
ubicacion precedente.

El experimento comienza con el raton en la mitad del
extremo del cuarto claro y se determina si ha existido cruces
hacia el cuarto obscuro en base a comparaciones con cada una
de las ubicaciones actuales en la trayectoria, es decir si cumple
con cierta condicion se considera un evento, por ejemplo si la
posicion actual corresponde a una posicion dentro del area del
cuarto obscuro y la posicion anterior correspondia a una
ubicacion dentro del area del cuarto claro, entonces se
contabiliza un cruce del cuarto claro al cuarto obscuro, caso
contrario si la posicion actual estd en la misma seccion de la
posicion anterior, no se contabiliza ningun cruce. En la Fig. 10
se puede observar un diagrama de flujo del algoritmo utilizado
para el desarrollo de este experimento.

Para determinar el tiempo de permanencia en cada una de
las secciones, asi como la velocidad promedio y la distancia
total se utilizd el mismo procedimiento que se explicd en el
item anterior del Laberinto en Cruz Elevada, utilizando las
ecuaciones (1) y (2)

INICIO

nf = # frames
(x,y) = c_claro
pos_ant=¢_claro
i=1

in_claro =0
in_obscuro =0

i=i+l
obtencién (x.y)

(x,y) = c_obscuro
NO && Sl

x pos_ant = ¢_claro

in_obscuro = in_obscuro + 1

(x,y) = c_claro
pos_ant = ¢_obscuro

pos_ant = ¢_obscuro

NO

in_claro = in_claro+ 1
pos_ant = ¢_claro

NO sl

g i<=nf

in_abierto

in_cerrado

in_centro

FIN

Fig. 10. Diagrama de flujo para la obtencion de eventos (Ingresos en cada
seccion) del Cuarto Claro Obscuro.

IV. RESULTADOS

Para la obtencion y analisis de resultados se desarrollo una

MASKAY



aplicacion en GUIDE el método grafico de Matlab, donde se  estadistico de permanencia del experimento Cuarto Claro
aplicaron los logaritmos y procesos mencionados en la seccion ~ Obscuro.

anterior. Posterior a la adquisicion del video, la aplicacion

cuenta con varias etapas, la primera es la de seleccionar y & -

cargar el video correspondiente, una vez cargado el video la  weresoaf ‘ . ‘ . ‘ ‘ C]

aplicaciéon recorta, centra y encuadra las imagenes en ' : 1

dependencia de la seleccion del tipo de experimento que se ]

analiza (Laberinto en Cruz Elevada o Cuarto Claro Obscuro), (][]

donde se mantiene Unicamente el drea de interés de cada | Twr e

experimento, posteriormente se realizd el procesamiento de |

cada frame y la aplicacion del algoritmo correspondiente para 1 -

el calculo de cada uno de los parametros requeridos, |

mostrandose en la pantalla una grafica de la trayectoria total : Y =

del roedor, los resultados de cada evento y adicionalmente se T T

ha considerado un mapa estadistico donde se determina las R oy e e [

ubicaciones de mayor permanencia P SIPLSUINOHIE T >
En la Fig. 11 se puede observar la aplicacion en s

Tiempo en el Centro (5)

funcionamiento en dgnde se muestra 1?’ trayectoria segulda por Fig. 13. Pantalla de aplicacién para el Cuarto Claro Obscuro (Trayectoria y
el roedor en el experimento del Laberinto en Cruz Elevada los  Resultados).
resultados obtenidos, mientras que en la Fig. 12 se puede

observar el mapa estadistico de permanencia. @
(Metros) §
i o . E . . 2 o | CargarVideo
(Metros) -
¥ 0.85 %
osf l&} 4 Umbral N 20 5 T
CCEMIE , Xinicial Y Inicial
4 200 447 278
% X Final Y Final
60 20
= Xnicial Y Inicial 150
440 405
X Final Y Final 100 Recortar
il 5  ClaroObscuro v
3& 1 Recortar Procesar
01 ‘?‘ 4 Laberinto Elevado v 0 0.05 01 0.15 02 025 03 035 04 ¢
lﬁ’ Procesar 32 178.2¢8 33772 (Metros) Trayectoria |
o i | R L Cruces Claro-Obscuro  Tiempo Cuarto Claro (s) Distancia recorrida (m)
o 01 02 03 04 05 06 07 32 103.24 01125
s 55092 13063 (Metos) | Trayectoria Cruces Obscuro- Claro  Tiempo Cuarto Obscuro (s) Velocidad media (m's) STOP o
Entradas Abierto Tiempo en Abierto (s) Distancia recorrida (m) 18612
1 126.32 0.043¢ Tiempo en el Centro (s)
Entradas Cerrado Tiempo en Cerrado (s) Velocidad media (mis) S Grabar Datos . o
1 41698 Fig. 14. Pantalla de aplicacion para el Cuarto Claro Obscuro (Mapa
Entradas a la Mitad Tiempo en el Centro (5) Esta diStiCO)
Fig. 11. Pantalla de aplicacion para el Laberinto en Cruz Elevada (Trayectoria
y Resultados). Los resultados arrojados por la aplicacion han coincidido
con las mediciones contabilizadas de forma manual obtenidas
SR . - por los evaluadores, donde existi6 variaciones minimas o
(reos) nulas en cada uno de los parametros y eventos calculados.
o . [Caparusees El sistema implementado brinda a los expertos en el area
o1 02 farmacoldgica una herramienta de bajo costo y gran precision
Umbral . .. , . ,
- = o  vea  para realizar las mediciones de los parametros de interés tales
- ® L v como numero de cruces y tiempo de permanencia en
i secciones, que hasta hace poco eran analizados de forma
. T e manual, es decir visualmente el sistema aporta con
_ wemeeass - jnformacion adicional como distancia total recorrida y
N . velocidad promedio del animal durante el experimento.
~ o - (Metos) = Los resultados que proveen los equipos permiten a los
Ty e o evaluadores interpretar que un tiempo de permanencia mayor
Entradas Cerrado Tiempo en Cerrado (s) Velocidad media (m/s) U Grabar Datos :
W 10 en el cuarto oscuro se debe a que el animal esta estresado,

Entradas a la Mitad

Tiempo en el Centro (5)

| mientras que un menor nimero de cruces en el Laberinto en
Fig. 12. Pantalla de aplicacion para el Laberinto en Cruz Elevada (Mapa  Cruz Elevada se asocia a un menor nivel de estrés porque el
Estadistico). roedor posee mayor actividad exploratoria.

De la misma manera las Fig. 13 y Fig. 14 muestran los
resultados obtenidos, la grafica de trayectoria y el mapa
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V. DISCUSION

Los equipos implementados y la aplicacion desarrollada han
sido debidamente validados por expertos en el area
farmacolégica, para lo cual han disefiado técnicas de
validacién para determinar el correcto funcionamiento de los
equipos, las mismas que incluyen la adquisicién de 5 videos
diarios durante 15 dias con diferentes roedores para ambos
experimentos. Los resultados obtenidos por la aplicacion en
cada uno de los videos fueron corroborados con la observacion
de 5 evaluadores diferentes.

Para la validacion de los instrumentos a partir de los
resultados obtenidos por el sistema y de forma manual por los
5 observadores en cada una de las etapas se realiz6 una prueba
de hipdtesis que utilizé el estadistico T-students para muestras
emparejadas, para las pruebas se utilizo6 un nivel de
significancia del 1 %.

En las diversas pruebas realizadas se llegd a determinar que
tanto los resultados obtenidos por el sistema y los registrados
por los observadores estadisticamente son similares, es decir
se comprobd que las medias de los resultados del sistema
implementado y los observados son iguales, obteniéndose
probabilidades muy superiores al 0.01 que representa el 1 %
del nivel de significancia requerido, confirmandose
estadisticamente el correcto funcionamiento del sistema.

Un inconveniente que surgid a lo largo de las
experimentaciones fue el de estandarizar la intensidad de luz
existente en el entorno de grabacion, ya que de acuerdo al
umbral escogido si la intensidad luminosa variaba de
grabacion a grabacioén a causa del entorno y las condiciones
climatologicas, en la transformacion de un frame RGB a una
imagen en blanco y negro se podia tener la aparicién de otras
componentes que no representaban al roedor o en el otro caso
extremo ni siquiera detectar al mismo, lo cual provocaba que
el operador del sistema deba ir cambiando los valores de
umbral para realizar la correcta deteccion, para corregir esta
situacion se optd por normalizar la intensidad luminosa del
entorno en base a la adicion de una cortina en la estructura de
grabacion para solucionar dicho inconveniente, lo cual logro
detectar satisfactoriamente al roedor en cada frame procesado
con valores recurrentes de umbral y minimamente variables
para cada prueba.

VI. CONCLUSIONES

La correcta validacion de los equipos implementados ha
demostrado su 6ptimo funcionamiento, se ha conseguido los
objetivos fundamentales del presente trabajo de determinar los
parametros de comportamiento en los experimentos del
Laberinto en Cruz Elevada y el Cuarto Claro Obscuro de
manera autonoma, se facilitd de esta forma la labor de las
personas evaluadoras, al ofrecer resultados confiables y
eficientes y al mismo tiempo se brinda una solucién de bajo
costo.

Las condiciones de luminosidad y la estandarizacion del
entorno de medicion son muy importantes para el correcto
funcionamiento de los equipos, por lo cual es necesaria una
capacitacion adecuada a los futuros posibles evaluadores del
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comportamiento ansiolitico medido en roedores.
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