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Resumen— En los ltimos afios han aumentado
considerablemente las investigaciones en el campo de las
neurociencias y el comportamiento. En este trabajo se expone
el disefio e implementacion de un sistema de deteccion y
registro automaitico de parametros de pruebas experimentales
en modelos murinos. La soluciéon tecnoldogica desarrollada
permite asociar el funcionamiento del equipo con una interfaz
que facilita a los wusuarios la realizacion de ensayos
experimentales, el analisis y el seguimiento de los resultados de
manera sencilla y eficiente.

Palabras Clave: Automatizacion; Pruebas Estandarizadas;
Neurocogniciéon y Comportamiento

Abstract— In recent years, the research in neuroscience and
behavior fields has increased substantially. In this work, we
design a device with an automatic control, detection and
recording system of experimental tests to be used with
experimental murine models for investigation. The
technological solution developed allows the operation of the
equipment to be associated with an interface that makes it easy
for users to carry out experimental tests, analyze and monitor
the results in a simple and efficient manner

Keywords: Automation; Standardized Tests; Neurocognition
and Behavior

L.

El Centro de Estudios en Salud y Medio Ambiente
(CESyMA) pertenece a la Escuela de Ciencia y Tecnologia
de la UNSAM vy sus investigaciones y desarrollos se
encuentran orientados principalmente al area de la salud. En
particular aqui funciona el Laboratorio de Inmunologia
Vacunas y Alergias (LIVA) donde, entre varias lineas de
trabajo, se desarrollan tratamientos, vacunas y sistemas de
diagnosticos contra la toxoplasmosis. En el laboratorio se
emplean distintos tipos de tecnologias y modelos
experimentales que incluyen pruebas estandarizadas en
sujetos de prueba de laboratorio, principalmente roedores
llamados modelos experimentales murinos. La infeccion
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toxoplasmica en particular estd asociada con secuelas a
nivel del sistema nervioso que conduce a cambios
comportamentales y neurocognitivos que son necesarios
evaluar para determinar la efectividad de las terapias
desarrolladas en el laboratorio.

Este desarrollo propone un dispositivo automatizado y
versatil que permite realizar una gran variedad de pruebas
estandarizadas para el estudio de las habilidades
neurocognitivas y comportamentales en modelos murinos.
Esta solucion tecnoldgica permite evaluar caracteristicas
como aprendizaje, memoria, actividad locomotora,
exploratoria, ansiedad, depresion a través de ensayos
ampliamente utilizados en el area como Open Field (campo
abierto), Novel Object Recognition (reconocimiento de
objetos novedosos) y Hole Board Test (exploracion de
orificios) [1, 2]. Cabe destacar que en el mercado también
existen opciones con caracteristicas similares aunque
requieren de la adquisicién de distintos mddulos para la
funcionalidad completa [3-5].

II. FUNCIONALIDAD DEL PRODUCTO

El dispositivo propuesto consta de una caja de
dimensiones especificas segun el modelo animal
experimental a utilizar. En este caso se propone un equipo a
utilizar en ratones, modelos murinos, por lo cual las
dimensiones son de: 40 cm de ancho x 40 cm de largo x 40
cm de alto. Segun las pruebas experimentales a realizar, se
utilizan distintos tipos de bases que permiten la realizacion
de varios tipos de ensayos.

La variedad de pruebas experimentales que se realizan en
este equipo se encuentran estandarizadas y se realizan bajo
condiciones especificas definidas para cada tipo de ensayo,
donde ademas se define un tiempo de duracion para cada
prueba. Cada ensayo tiene una forma de adquisicion y
procesamiento de datos determinada para su posterior
analisis y obtencion de resultados. Cabe destacar que todos
los tipos de ensayos que se realizan en este dispositivo
requieren siempre del registro en video de las pruebas
realizadas.
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El dispositivo automatizado en este trabajo permite
realizar los siguientes ensayos:

A. Hole Board Test

Es un tipo de prueba estandar para el estudio de la
memoria espacial, en donde en una caja con 16 orificios se
analiza cuantas veces el sujeto experimental explora los
orificios (Fig. 1). Puede involucrar ademas distintas
variantes, entre ellas se pueden colocar diferentes estimulos
en la parte inferior y/o variar el tiempo de prueba, cantidad
de dias de entrenamiento y evaluacion. El procedimiento de
registro de resultados se realiza procesando cada video,
observando y contabilizando el numero de veces que el
sujeto experimental explora cada orificio. Las posibilidades
de variaciones del ensayo estan limitadas al volumen de
videos que pueden procesar las/los investigadores y obtener
asi los resultados.

Fig. 1 — Dispositivo de ensayos experimentales. Hole Board Arena

B. Open Field

Es un ensayo estandar que permite analizar el
comportamiento y la capacidad exploratoria del sujeto
experimental. Se coloca una base plana en el dispositivo con
una grilla dibujada (Fig. 2). El procedimiento de analisis
consta de generar videos de la prueba y analizarlos
observando la trayectoria del sujeto experimental dentro del
compartimiento. Se analizan ademas otras caracteristicas
comportamentales asociadas al enfrentar al animal con un
entorno novedoso.

Fig. 2 — Dispositivo de ensayos experimentales. Open Field Arena

C. Novel Object Recognition (NOR)

Este tipo de ensayo consiste en registrar el tiempo que
cada sujeto experimental explora objetos que se introducen
en el dispositivo (Fig. 3). Se filma la prueba y se analiza el
video, observando y contabilizando el tiempo que el sujeto
experimental explora los distintos objetos.
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Fig. 3. Dispositivo de ensayos experimentales. NOR Arena

III. ANALISIS DE LA PROBLEMATICA Y CONSIDERACIONES DE
DISENO

El desarrollo aqui expuesto comienza con la disposicion
de un dispositivo fisico en donde se realizan los
experimentos  previamente detallados. Se  generan
filmaciones asociadas a cada prueba experimental utilizando
una variedad de dispositivos moéviles y camaras digitales.
Luego de grabarlos, se analiza cada una de las filmaciones y
se registra manualmente cuantas veces el sujeto
experimental explora cada orificio, trayectoria y otras
caracteristicas comportamentales. Previamente se debe
identificar cada video, indicando qué sujeto experimental se
utilizé para realizar la filmacion y qué tipo de ensayo fue
realizado. Cabe destacar que por cada ensayo, en general,
se utilizan lotes de 20 a 30 sujetos experimentales y que
cada prueba se analiza al menos dos veces para el registro
de datos.

Con esta metodologia de trabajo se generan grandes
demoras en el avance de las investigaciones y posibles
errores involuntarios asociados a la operatoria relacionada
tanto de adquisicion de datos como al procesamiento y
almacenamiento de la informacion que se realiza de manera
manual por un operador humano. Por este motivo se plantea
el sensado automatico de la capacidad exploratoria de los
orificios y un sistema que gestione los experimentos para
agilizar el trabajo y llevar la correcta trazabilidad de la
informacion. También se plantea la estandarizacion en la
adquisicion de videos para que sean compatibles con un
software de analisis de video actualmente en desarrollo que
sera acoplado también al equipo.

Luego del analisis el procedimiento para la realizacion de
los ensayos, se detecta las siguientes problematicas a
resolver:

e Analisis diferido del ensayo grabado en video,
realizado por al menos dos investigadores por al
menos dos veces cada uno para el registro de datos.
Suponiendo un lote de 20 ensayos de 5 minutos
cada uno, tenemos una demora de analisis de 3
horas con 20 minutos.

Desorganizacion de todos los archivos de video
grabados ya que los videos se guardan como
PANA107, PANAI108, etc. De esta forma no
sabemos a qué corresponde cada video, se debe
abrir el archivo para ver qué tipo de ensayo es y
qué sujeto experimental fue utilizado. Ademas de
las diferentes resoluciones y calidades debido a
diferentes dispositivos, esto no permite tener un
estandar en las grabaciones.
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e En el analisis del experimento Hole - Board Test,
puede haber error en la interpretacion del ingreso
del sujeto experimental al orificio, hay un error
humano inducido.

Tedioso tracking de ensayos relacionados al mismo
sujeto experimental. No existe un registro ordenado
de los ensayos y resultados. Se generan
multiplicidad de carpetas y archivos de videos
generados en distintos dispositivos por cada lote de
sujetos experimentales por ensayo.

IV. DISENO Y DESARROLLO DE LA SOLUCION
A. Microcontrolador

Se decide trabajar con un microcontrolador Arduino
Mega, debido a su bajo costo, gran cantidad de
entradas/salidas que permiten futuras expansiones, facil
integracion con sensores y con un shield Ethernet, para
brindar la interconexion del sistema. Ademas, este
microcontrolador cuenta con la ventaja de que existe mucha
bibliografia respecto al uso de estos agregados y tiene una
interfaz  de programacion de facil integracion. A
continuacion se muestra un esquema de la arquitectura
seleccionada (Fig. 4).

8 sensores

1 pulsador

Fig. 4. Esquema de la arquitectura del microcontrolador seleccionada

Al microcontrolador junto con su shield Ethernet se los
ubica dentro de un gabinete realizado con impresion 3D
para contar con la proteccion de sus conexiones y sus
componentes (Fig. 5).

En el mismo gabinete se coloca el pulsador de inicio de
ensayos y un indicador LED, que se enciende bajo las
siguientes condiciones:

Fig. 5. Arduino Mega en gabinete., tapa con pulsador y LED

Al iniciar el ensayo, para avisar al usuario que el pulsador
ha sido presionado correctamente y que el ensayo esta en
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curso. Cuando se detecta el ingreso del sujeto experimental
a algln orificio la luz led se enciende. Esta funcion fue
incorporada para que antes de realizar el primer ensayo, se
verifiquen una por una las lecturas de los sensores, siendo
este un sistema de verificacion rapida y sencilla del
funcionamiento del sistema. El usuario deberd ingresar
algin objeto en cada uno de los 16 orificios y verificar que
el LED encienda, de lo contrario, hay alguna falla en el
sistema y habrd que detectar qué sensor estd fallando para
proceder a repararlo.

La comunicacion entre el Shield Ethernet W5100 de
Arduino y la aplicacion de escritorio se realiza mediante el
protocolo UDP (Universal Datagram Packet).

El protocolo UDP consta del envio de paquetes sin verificar
una conexion previa, el remitente no esperard para
asegurarse de que el destinatario haya recibido el paquete.

Para esta aplicacion se utiliza una red dedicada con un
trafico bajo, por lo tanto el protocolo propuesto se ajusta
perfectamente a los requerimientos del equipo.

B. Sensado automatico

Se utilizan sensores Opticos para la deteccion del ingreso
a un orificio, ya que es una tecnologia muy sencilla y
efectiva, consta de un LED emisor de luz infrarroja y un
fotodiodo detector. En la Fig. 6 se detalla el circuito del
sensor utilizado.

GND, Power Supply Negative —
VCC, Power Supply Positive 3,3-5V —

Power Indicator

DO Output Indicator
Low Level bright

AO signal Output —
DO TTL Digital Output -

Fig. 6. Circuito del sensor

Se utiliza un modelo integrado para deteccion de luz
mediante un fotodiodo, el mismo cuenta con un circuito
integrado que detecta la luminosidad absorbida del
fotodiodo y entrega una salida analdgica variable de 0V a
5V proporcional a la luminosidad detectada, ademas posee
una salida discreta que entrega un 0 loégico cuando detecta
luz, y un 1 logico cuando no detecta luz. También cuenta
con un potenciometro variable para ajustar el umbral de
luminosidad y diferenciar un 1 de un 0 logico.

En este desarrollo se utiliza Gnicamente la salida discreta,
ya que solo nos interesa detectar si en algin momento es
interrumpido el haz de luz. Cuando el haz de luz es
interrumpido por el ingreso del sujeto experimental al
orificio, la sefial del sensor cambia de estado y es leida por
el microcontrolador.

A continuacién, en la Fig. 7 se muestra el principio de
funcionamiento del sistema en estado basal y la capacidad
de deteccion de la actividad exploratoria del animal en la
Fig. 8.
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Fig. 8. Sistema detectando ingreso

De acuerdo a lo expuesto, un diagrama temporal de
deteccion puede ejemplificarse como en la Fig. 9, donde se
muestra la tension de salida del sensor en funcion del
tiempo.

Vot [V]

RO ingresd en
la cavidad

J#® |5l ingress en
| la cavidad

Tiempa [seg)

Fig. 9. Tension de salida del sensor en funcion del tiempo

Para registrar la actividad exploratoria de los sujetos
experimentales en Hole Board Test a nivel de los orificios de
la base del dispositivo, es necesario monitorear 8 sensores
[6] cuando se da inicio al ensayo (Fig. 10). Al recibir la
lectura simultdnea de dos sensores (uno de filas y otro de
columnas), se contabiliza un ingreso al orificio debidamente
identificado. La accidon es controlada y procesada por el

microcontrolador Arduino incorporado en el dispositivo [7,
8].

/HBE
-0 0 O O—
B0 © 0 @—
e © ® @
—0 @ ® @ -

! |
|
o

Fig. 10. Matriz de sensado automatico

En la Fig. 11 se sefiala la zona de deteccion de la
actividad en cada orificio en color verde. Si ingresamos en
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alguno de los 16 orificios por esa seccion, la lectura sera
valida y contada como un ingreso.

Si ingresamos por la seccion naranja, solo uno de los
sensores detecta ingreso mientras que el otro no, por lo
tanto, la lectura no es valida y no es contado como un
ingreso.

Si ingresamos por la seccion roja, ningun sensor detecta
ingreso, por lo tanto, la lectura no es valida y no es contado
como un ingreso.

Este funcionamiento fue ensayado y validado con un

modelo a escala y luego con sujetos experimentales en el
laboratorio. Ademas, el requisito para que el ingreso sea
cuantificado, es que el sujeto experimental ingrese su nariz
completa dejando las orejas fuera, y eso se cumple cuando
ingresa por la zona verde.
Para las pruebas de validacion se utilizaron ratones de
diferentes  tamafios para  verificar su  correcto
funcionamiento ya que es una variable muy comun a
considerar en el diseflo de este tipo de ensayos.

/-'—'-\.
B o

4

[
ﬁ'.
Fig. 11. Zona de deteccion
C. Grabacion de video
Se utiliza una camara IP Dahua modelo

hfw1320sp-w-0280B de 3MP [9] con una resolucion
maxima de 720p para grabar todos los tipos de ensayos que
se realizan en este dispositivo. La misma se conecta por
medio de una ficha RJ45 a la red y con su ficha de
alimentacion a su respectiva fuente. Esta camara permite
grabar el ensayo, que inicia mediante un pulsador colocado
en el equipo y envia la transmision a través de la red interna
hacia la computadora y poder ver el ensayo en tiempo real
(Figura 13). Los archivos de videos de cada sujeto
experimental son utilizados luego por un software de
analisis que recopila la informacién del recorrido del sujeto
experimental durante el tiempo del ensayo y otras
habilidades exploratorias.
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Fig. 12. Cémara IP

D. Otras mejoras incorporadas al dispositivo

Como una mejora del sistema, se eligid agregar

iluminacion al mismo para poder tener una imagen clara y
estandarizada sin sombras, que distraen a los sujetos
experimentales y alteran los resultados de los ensayos.

A continuacion, se muestra una figura en donde se puede
apreciar la diferencia al utilizar el dispositivo con y sin la
iluminacion.

Fig. 13. Comparacion del sistema sin y con iluminacion

E.  Aplicacion de escritorio para el control del

funcionamiento del dispositivo

Para controlar el desarrollo del ensayo, se programé una
aplicacion de escritorio que se comunica con el
microcontrolador y permite setear los parametros del ensayo
en particular que se va a llevar adelante, recopila la
informacion de los sensores, se comunica con la camara
para permitir el streaming de video y genera el archivo para
su posterior andlisis [10].

ENE - e 12ems

Fig. 14. Aplicacién de escritorio

El inicio de cada experimento se da presionando un
pulsador situado en la caja, y la finalizacion se da cuando
transcurre el tiempo ingresado en la aplicacion de escritorio.
El pulsador tiene ademas una alerta luminica que permite
registrar de manera sencilla cuando esta en linea el equipo
(Fig. 5).

En la computadora donde se aloja la aplicacion de
escritorio, se guardan los archivos de video y planillas de
calculo correspondientes a los ensayos (Figura 14). Los
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mismos tienen un nombre ordenado por fecha, hora, tipo de
ensayo e ID del sujeto experimental. Esto permite tener de
manera organizada todos los archivos para su simple
busqueda.

La conexion fisica entre los dispositivos de la red
Ethernet, es mediante cable de red UTP de 8 hilos y fichas
RJ45. Esta conexion necesita de un switch ya que tenemos
mas de dos dispositivos y no podemos realizar una conexion
punto a punto. Un diagrama de conexionado de red se
muestra a continuacion (Fig. 15)

— Catle de rad

|
“ =

Fig. 15. Esquema de conexionado Ethernet

V. RESULTADOS Y PROCEDIMIENTO

Utilizando el dispositivo con las mejoras incorporadas y

el sistema de registro automatizado, el proceso experimental
y analisis se torna mas rapido y efectivo. El sistema dispone
ahora de grabacion automatica de video, lectura automatica
de ingreso a los orificios de la base, y una organizacion de
los archivos de cada ensayo.
Para evaluar el funcionamiento y disefio del dispositivo
propuesto se planificé y realiz6 una prueba de concepto con
3 sujetos experimentales. A continuacion, podemos observar
los datos recolectados por el microcontrolador y guardados
en la planilla de calculo [11] (Fig. 16).

| A B c
2 | 13 23
3 | 16 26
4| 12 29
5 | a 33
6 | 3 35
7 | 1 38
8 | 5 a1
9 | 14 a5
10| 14 46
il 14 a7
12 a 55
13 | a 55
14| a 59
HBE ®

Fig.16. Hoja de célculo mostrando los datos de cada evento registrado
por el equipo ubicado en el tiempo dentro del ensayo

El microcontrolador detecta en qué orificio ingres6 el
sujeto experimental y en qué tiempo especifico referido al
inicio del ensayo.

Estos resultados fueron comparados con el registro
actual, analizando el video por el operador. Los resultados
obtenidos entre el registro manual y por el dispositivo
fueron comparables, con una diferencia menor al 3%.
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De esta forma, el operador no tiene que analizar el video y
anotar los ingresos, sino que automaticamente ya cuenta con
la informacion detallada en el archivo.

Con este disefio se obtiene no solo los ingresos totales por
sujeto experimental (registro actual) sino que ademas el
registro detallado de ingresos permite utilizar filtros en la
planilla de calculo para analizar la frecuencia con que
ingresa a algun orificio en particular, contar la cantidad de
veces que ingresd a algun orificio en particular, y muchos
analisis estadisticos mas.

VI. VALIDACION Y ANALISIS DE RESULTADOS

Se realizaron pruebas del dispositivo utilizando tres
sujetos experimentales, de los cuales se obtuvieron tres
planillas de registro con el detalle de la actividad de los
animales en los orificios de la base.

Para evaluar el funcionamiento del equipo, se analizaron
los videos manualmente y luego se compararon los
resultados obtenidos con los brindados por el dispositivo
automatizado.

A) B}

Registros por sujeto experimental Comparacién de registros

80
= Automatice

60 B Observadores

#Totalingresos /5 minutos
#Total ingresos / 5 minutos

o -
Registro
automatico

R1
Sujetos Experimentales

R2 R3 Registro

observadores

Fig. 17. Analisis manual vs. Analisis automatizado.

Los resultados obtenidos muestran que el disefio del
dispositivo fue exitoso (Fig. 17). El registro manual de la
actividad de los ratones se hizo de manera tradicional con
dos observadores independientes (barras azules) En la
Figura 16 A se detallan los resultados obtenidos para cada
sujeto experimental de forma automatica y por los
observadores y en B el resultado promedio del grupo. No se
observan diferencias estadisticamente significativas entre
los registros automaticos del equipo en comparacion con los
obtenidos manualmente mediante el analisis de los videos.
Los datos fueron analizados utilizando. El andlisis
estadistico fue llevado adelante utilizando GraphPad PRISM
6.0. Donde se aceptd como resultado estadisticamente
significativo cuando p < 0,05, en este caso el andlisis
comparativo utilizando T-test no mostré diferencias
significativas.

Es preciso sefialar que el dispositivo devuelve las
planillas de registro automaticamente al finalizar Ia
experimentacion, reduciendo a 0 el tiempo de registro.

VII. ANALISIS DE COSTOS Y COMPARATIVA

En la Fig. 18 se muestran equipos que se comercializan
en el mercado con funcionalidades acotadas, en este caso
solo a la deteccion de hole board solamente, rondando los
1600 Dodlares. Sin contar los costos de importacion y
gestiones de compra.
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Fig. 18. Equipos comerciales
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Con la solucion propuesta en este trabajo tenemos el equipo
desarrollado (Fig. 19), con un costo de materiales inferior a
los 100 Délares, y con un costo total de aproximadamente
de 800 Dolares. Incluyendo grabacion automatica y
visualizacion en tiempo real de los ensayos. Esto representa
un costo de aproximadamente la mitad de los equipos que se
comercializan actualmente en el mercado.

Fig. 19. Equipo desarrollado

VII. CONCLUSIONES

Se logré el control y automatizacion de un dispositivo
para estudios neurocognitivos y comportamentales en
modelos experimentales. Se logré el sensado de los ingresos
a los orificios de forma automatica con el uso de sensores
infrarrojos generando una planilla de calculo para su
posterior analisis. Ademas, permite generar
automaticamente el correspondiente archivo de video para
respaldar las mediciones o analizar otros parametros.

Este equipo logro mejorar los tiempos de registro de
resultados de las pruebas con la generacion del reporte de
ingresos a los orificios de la base del dispositivo de estudio
experimental y la grabacién de los ensayos estandarizada
para sumar un procesamiento automatico posterior mediante
otro software acoplado. Dentro de las ventajas de este
sistema se encuentra la capacidad de realizar el seguimiento
de la informacion de cada sujeto de prueba, que se encuentra
ordenada por fecha y tipo de ensayo. Se configurd ademas la
subida automatica de las planillas de célculo y videos a la
nube, utilizando una carpeta en la cuenta institucional de
Google Drive de la UNSAM permitiendo el acceso a los
datos desde cualquier computadora con acceso a la cuenta.

Este sistema de automatizaciéon reduce considerablemente
los errores asociados a procedimientos de los usuarios
humanos. Dentro de ellos verificar el inicio de cada prueba,
la grabacion asociada, la organizacion de los archivos de
video generado y la observacion del video y registro manual
de los ingresos. Este equipo es facilmente adaptable a
multiples tipos pruebas estandarizadas del campo de la
neurocognicion y el comportamiento.

Este tipo de desarrollos impulsan el avance de las

investigaciones experimentales acelerando
considerablemente los tiempos en la obtencion de
resultados.
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