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Introduccidén

Los conejos pertenecen a la familia de los Leporidae. Su habitat natural consta de madrigueras, donde
se establecen grupos sociales con jerarquias dentro de los mismos (1). En este caso en particular, se
emple6 la especie de conejo Oryctolagus cuniculus (L. 1758) (raza Rex) para realizar estudios de
patologias pulmonares. En el laboratorio se observo un cambio en la conducta de los animales,
concretamente, comenzaron a pelearse cuando antes no lo hacian. Se sospechd que esto podria ser
consecuencia de un incremento en los niveles de estrés. Esto se confirmé midiendo los niveles de
cortisol en sangre, detectdndose un aumento de su concentracion, lo que genera alteraciones en los
resultados obtenidos en los diversos experimentos. Por ende, se plantea desarrollar un nuevo
programa de enriquecimiento, con el fin de mejorar y garantizar el bienestar animal. En particular, la
propuesta consiste en estabular a los conejos en un nuevo modelo de jaula, que permita simular las
condiciones naturales de una madriguera. Esto bajo la premisa de que el propio alojamiento puede
representar un factor de estrés para el animal.

En el presente trabajo se detallara el método empleado para la estimacion de la N, asi como para el
desarrollo del disefio experimental que se empleara para el anélisis de los datos obtenidos tras la

incorporacion del nuevo programa de enriquecimiento ambiental.

Disefio experimental

- Objetivos del experimento

Disminuir los niveles de estrés de los conejos, lo cual se espera que se vea reflejado en una
reduccion de los niveles de cortisol en sangre, siendo éste el objetivo principal (en base al
cual se ha establecido este disefio experimental). Consecuencia de esto, como objetivo
secundario, se espera poder observar una disminucion en el nimero de peleas (sobre todo
entre machos).

- Hipotesis del estudio:
Animales con enriquecimiento disminuiran sus niveles de colesterol asi como frecuencia de
peleas segun se adapten a este.

- Fuentes de variacion
e Tratamiento (o

_): Enriquecimiento ambiental basado en jaulas de doble piso
tratamiento

acopladas a una rampa. El piso inferior serd modificado para asemejarse a una
madriguera.
e Unidades experimentales (N): 8 Jaulas (ver apartado de Calculo Muestral)

), grupo (a0 )y

e Ruido: Sexo (a ), dia (o, ), dia de tratamiento (o .
sexo dia dia—tratamiento grupo

error (€) que no podemos explicar.



Reparto de nuestra muestra en los distintos grupos:
e Aleatorizacion: se ha observado que los niveles de cortisol son muy dispares segin
el momento del ciclo circadiano. Por lo tanto, pese al riesgo de introducir un sesgo en

el disefio experimental, no se podra aleatorizar el momento del dia en el que se
adquieren las muestras de sangre de cada conejo (se debe intentar, en la medida de lo
posible, tener una hora establecida para obtener las medidas). No obstante, este sesgo
se ve, en cierta medida, paliado por el hecho de ser un modelo pareado.

Especificar medidas
1. Medidas de cortisol en sangre antes (2 dias alternos) y después (4 dias alternos) de
poner los conejos en las jaulas nuevas.
2. Contaje de la frecuencia de peleas cada dos horas de grabacion.

Especificar el modelo

Se disefia un modelo pareado (cada conejo sera su propio control), de medidas repetidas, de
modo que puede hacerse un seguimiento de los pardmetros experimentales. Tanto para
determinar los niveles de cortisol (1 = ng/mL de cortisol en sangre) como para estudiar
comportamiento social (u = frecuencia de peleas, es decir, n° de peleas por cada 2h de
grabacion), emplearemos el siguiente modelo de andlisis experimental de los datos:

y=u+ a

+ a . + o, o, . + a
sexo tratamiento dia dia—tratamiento grupo
Analisis

Dada la gran cantidad de factores que podrian estar contribuyendo al efecto observable, el
analisis se realizard por medio de un four-way ANOVA.

En el caso de la variabilidad asociada al sexo (asexo) se establece como hipoétesis nula:

Hy: ay = oy

Para determinar la variabilidad (Qtgamients) quUe S€ podria explicar por el tipo de tratamiento
(jaula no enriquecida o jaula enriquecida), se plantea la siguiente hipdtesis nula:

HO: Atratamiento = 0

Otros tipos de variabilidad a tener en cuenta, como se ha mencionado, son las asociadas al dia
en el cual se realiza la toma de muestra o se graba el comportamiento (a dia), cuantos dias han

transcurrido desde que se ha administrado el nuevo tratamiento (dias en la nueva jaula con

enriquecimiento; o ), asi como la variabilidad especifica de grupo (conejos que

dia—tratamiento
conviven en la misma jaula; a ). La hipdtesis nula para cada uno de los casos, sera la
grupo

siguiente:

Ho: 0tgia1 = Qgian = .. =0gian



HO' Olgial-tratamiento — Xdia2-tratamiento — +++ — XdiaN-tratamiento

HO: agrupol = agrupoZ = ... = agrupoN

- Calcular el numero de observaciones que necesitan realizarse
e Niveles de cortisol a partir de muestras de sangre que seran recolectadas en dias
alternos (evitando inducir estrés, asegurando obtener los datos necesarios para
mantener una tendencia), durante 7 dias.
e Observacion de 2 horas diarias de grabacion (10:00-11:00 y 22:00 a 23:00) durante 7
dias para cuantificar el nimero de peleas.

Calculo del tamafio muestral

Datos de diferentes articulos donde se miden niveles de cortisol en sangre en conejos para analizar el
efecto de un determinado enriquecimiento en el estrés, han sido empleados como referencia para
realizar los calculos (2). Una vez definidos estos (108 + 24 ng/mL para la condicion de estrés; 80 + 8
ng/mL en conejos no estresados), asi como la potencia (1-f = 0.95) y significancia (o = 0.05)
pertinentes, se procede a calcular el tamafio muestral (N); en este caso, hara referencia al nimero de
jaulas. Se ha empleado con este fin el programa G*Power.

A la hora de elegir el tipo de analisis, se ha empleado el modelo estadistico “Means. Difference
Between two dependent means (matched-pairs)”. A pesar de que el modelo es pareado de muestras
repetidas, por falta de datos suficientes, se opto por esta opcion para realizar el calculo (Figura I). Sin
embargo, una vez obtenidos los datos experimentales, el anélisis estadistico se realizara teniendo en
cuenta que se trata de un modelo de muestras repetidas (ver apartado de Diserio Experimental).
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Figura 1: Célculo del tamafio muestral (N). Captura del programa G*Power en el que se reflejan los datos
utilizados para el calculo de N. Media del grupo 1 = 108 ng/mL; Media del grupo 2 =80 ng/mL; desviacion



estandar del grupo 1 (jaula) = 24 ng/mL; desviacién estandar del grupo 2 (jaula) = 8 ng/mL; correlacion entre
grupos = 0,5. El programa nos devuelve una N de 8.

Se obtiene una N de 8 jaulas. Como en cada jaula se alojan 2 conejos, se emplearan 16 conejos en
total para este experimento.
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Introduccion

La depresion es una enfermedad o trastorno mental que se caracteriza por una
profunda tristeza, decaimiento animico, baja autoestima, pérdida de interés por todo vy
disminucion de las funciones psiquicas. De ahi la importancia de continuar estudiando
nuevos tratamientos que permitan mejorar los sintomas de este trastorno que afecta a un
alto porcentaje de la poblacién.

Siguiendo esta linea, el objetivo de nuestro estudio es estudiar la eficacia de un
nuevo antidepresivo, la esketamina, para el tratamiento de esta enfermedad en modelos
murinos. Para comprobarlo, se emplea un modelo de depresion en ratas y posteriormente
se estudiara el efecto de la esketamina sobre un test de suspension de la cola.



La prueba de suspension por la cola es similar a la prueba de natacion forzada, pero
evita los problemas de la hipotermia y el estrés asociado con la natacion forzada. Los
animales se suspenden por sus colas y se mide la cantidad de "inmovilidad". Los periodos
mas largos de inmovilidad se asocian con mayores puntuaciones de depresion y la
inmovilidad pueden revertirse con el tratamiento antidepresivo.

Calculo del tamafio muestral

Para calcular el tamafo muestral se emplea el programa G*Power. Para ello, se
determina un nivel alpha de 0.05 (coef de determinaciéon=0.95) y un nivel beta de 0.1
(potencia=0.9), y se parte de los valores obtenidos por el estudio de referencia de Shinde et
al. (2015):

Grupo Media (en segundos) | DT (en segundos)
Experimental 160" 17.33”
Control 226.83” 8.20”

Siguiendo los datos anteriores, se obtendria un tamafio muestral total de n=4 (2ratas/grupo).
Debido a que el disefio experimental de Shinde et al. (2015) esta realizado con Fluoxetina, un
antidepresivo que ha demostrado ser muy eficaz para el tratamiento de la depresion, suponemos que
nuestros datos nos daran un mayor tiempo de inmovilidad en el grupo experimental. Por tanto, nuestra

tabla sera la siguiente:

Grupo Media (en segundos) | DT (en segundos)
Experimental 198” 13.20”
Control 226.83” 8.20”




Siguiendo los datos anteriores, se obtendria un tamafio muestral total de n=8 (4ratas/grupo).

Diseino experimental

Siguiendo el disefio experimental de Silva Pereira et al. (2019), se emplea una
muestra total de 4 ratas macho de raza Dawley Sprague, divididas aleatoriamente en dos
grupos: uno control y uno experimental. Como criterios de exclusién se consideran
problemas motores. Para generar el modelo de depresién, se aplican inyecciones
subcutaneas con ACTH (100 pg/0.1 mi/rata/dia) durante 14 dias a ambos grupos. A lo largo
de este periodo se registran de forma cualitativa conductas propias de depresion, como
anedonia, problemas de suefo/ cansancio, fatiga, reduccion en la interaccion social o
alteraciones en la alimentacion. Pasados estos 14 dias, se utiliza una Unica dosis de
esketamina (15 mg/kg) media hora antes de comenzar la prueba, disuelta en una solucién
salina al 0.9% por via subcutanea al grupo experimental, mientras que se le administra por
la misma via el vehiculo salino al grupo de control.

Se realiza un test de suspension de la cola, consistente en el siguiente
procedimiento (Shinde et al., 2015): las ratas son aisladas visual y auditivamente y
suspendidas a 58 cm de la superficie con una cinta adhesiva ubicada a 1 cm del final de la
cola, durante 5 minutos. Mediante un software se graba la actividad de las ratas y se
recopilan los datos para obtener los segundos de inmovilidad, considerando inmovilidad
estar colgado de forma pasiva y sin ningun tipo de movimiento.

Se estima que los animales depresivos (grupo de control) pasaran mas tiempo inméviles en
comparacion con los animales tratados con esketamina, considerando como medida la
media de segundos que se pasan inmdviles. Para comprobarlo, se realizara una t de
Student para dos muestras independientes.

HO: Hcontrol <= uExperimentaI

H1: Ucontrol > uExperimentaI

Se estima que la media de tiempo que pasan inmoéviles las ratas control sera
significativamente mayor que las ratas tratadas con antidepresivo.
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Introduccion:

La cepa de ratones C57BL/6J es la mas utilizada en investigacion (Matsuo et al., 2010). Por
ello, resulta de gran importancia tratar de mejorar sus condiciones de vida. El objetivo global
del presente proyecto es mejorar el bienestar tanto fisico como psicoldgico de los ratones
de la cepa C57BL/6 empleados en nuestra linea de investigacion, mediante la mejora de
sus condiciones de habitabilidad, asi como potenciando el desarrollo de su conducta
normal. Esto se hara introduciendo nuevos elementos de enriquecimiento ambiental (EA).

Calculo del tamafo muestral:

En primer lugar hemos definido la unidad experimental como la cubeta, puesto que el
enriquecimiento ambiental (que seria equivalente al tratamiento) tiene efecto en todos los
animales de la jaula. Por tanto, hemos calculado el numero de cubetas necesarias para
nuestro experimento utilizando los siguientes parametros: nivel de confianza del 95%,
potencia del 10% y relacion sefial-ruido (d) de 2.

No hemos encontrado datos de varianza y medias que pudieran ser de interés para nuestro
calculo del tamafio muestral en la bibliografia, puesto que los trabajos anteriores hacen
referencia a ratones con patologias especificas u otras situaciones que no son comparables
con nuestro estudio. Ademas, pretendemos evaluar la eficacia del enriquecimiento
ambiental mediante varios protocolos, por lo que, para simplificar el calculo, hemos decidido
establecer un valor de relacion senal-ruido = 2, que nos permite observar diferencias que
pueden ser detectables (dos veces el valor de la desviacion tipica) y emplear un niumero
adecuado de cubetas (y por tanto de animales). El calculo mediante G-power es el
siguiente:



Central and noncentral distributions  Protocol of power analyses

critical t =1.81246
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Por tanto, tendriamos dos grupos de cubetas: 6 con EA (Enriquecimiento Ambiental) y 6 sin
EA que actuaran como control. Ademas, para evitar un posible sesgo causado por el sexo,
en cada uno de los grupos 3 cubetas contendran ratones macho y las otras 3 ratones
hembra (bloqueando la variable del sexo). Los ratones de cada sexo se asigharan a cada
grupo de forma aleatoria.

La evaluacion del efecto del EA se medira por distintos procedimientos una vez hayan
pasado 6 semanas desde la introduccion del EA:

e Extraccion de sangre y analisis de niveles de corticosterona por inmunoensayo.
e Ensayo de laberinto en cruz elevada.
e Ensayo de campo abierto.

e Ensayo de reconocimiento de objeto novedoso.

Segun nuestra hipotesis, deberian bajar los niveles de estrés (y por tanto de corticosterona
en sangre) y ansiedad en los animales expuestos a EA (laberinto elevado en cruz),
aumentar la conducta de exploraciéon (campo abierto) y mejorar la memoria como ejemplo
de capacidad cognitiva (ensayo de reconocimiento de objeto novedoso), por lo que las
hipétesis nulas y alternativas correspondientes serian las siguientes:

: >
)J’—y

0 (corticostesrona

ry <y

A (corticosterona) '



A

HO (ansiedad): y = y

A

HA (ansiedad): y<y

HO (exploracic’m): Y = Y
Ty >
Y>>y

A (exploracion

Fy

0 (memoria): y
2y

=Yy

A (memoria)

Segun los grupos establecidos, las diferencias pueden venir causadas por:
e Enriquecimiento ambiental (ag,).
®  Sexo (Ol
e Interaccion entre EA-sex0 (0za.sexo)-

e \Variabilidad que no podemos explicar (g).

y==u + (XEA + aSexo + O(EA—Sexo t e

El analisis estadistico de los resultados de los dos grupos (control y ambiente enriquecido) y
sexos sera realizado por medio de un test two-way ANOVA, donde esperamos observar
diferencias significativas en el grupo expuesto al EA respecto al control.
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Introduccidn:

M. unguiculatus es la especie de jerbo mas usada en para experimentacion de las 103
pertenecientes a la subfamilia Gerbillinae (parte de la familia Muridae). En este caso, se
utilizaron estos animales para estudios de epilepsia, debido a que son animales mas
propensos a sufrir de estas crisis. Recientemente se ha observado una tendencia agresiva
de las hembras hacia los machos y la presencia de estereotipias relacionadas con el estrés.
Se sospecha que este aumento de los niveles de estrés en los animales puede ser debida
al entorno. Por ello, se propone un nuevo programa de enriquecimiento ambiental que



consta de la instalacién de madrigueras en las jaulas, de forma a simular las condiciones
naturales de los jerbos.

Nuestra hipotesis de partida es la siguiente:
Ho: We = Mt
Hitbe > Hr
Siendo p la media de tiempo de cavado de los animales.

A continuacién se detalla el procedimiento de estimacion de la N, asi como el diseio
experimental.

1) Calculo del tamafio muestral:

Se establece la jaula como unidad experimental, dado que es un tratamiento que se aplica
al conjunto de animales de la misma. Se considera la excavacion como una estereotipia
cuando el tiempo de cacao supera los x segundos. A partir de los datos recopilados de
fuentes bibliograficas, se establece una media de cavado () y desviacion tipica (o):
e grupo control (sin tratamiento):
- M.=53,1s
- 0.,=14,8s
e grupo tratamiento:
- Mr=2,34s
- 07=0,8s
Asi mismo, para calcular el tamafno muestral se se establecen los parametros de
significancia (x = 0.05) y potencia (1-B = 0.95). El tamafio del efecto se calcula con G-power
(d =4.84):
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2) Diseio experimental

En cada jaula habra 5 jerbos. Ya que las hembras son mas territoriales y agresivas que los
machos, y como son animales mondégamos con ciclos reproductivos muy cortos, todos los
animales utilizados en el experimento son machos. Por lo tanto no existe variabilidad debida
al sexo.



Para analizar el comportamiento de los animales y poder medir la estereotipia de cavado:

e Se haran grabaciones de los grupos experimentales y controles, ya que es
una forma eficaz, no invasiva y no intrusiva de obtener informacion sobre los
diferentes comportamientos. Se instalara una camara por jaula de forma fija
para que grabe en plano cenital y permita hacer un muestreo de barrido
continuo de los animales.

e Estas grabaciones se realizaran 3 veces, seran de 30 minutos cada una 'y
durante 3 dias consecutivos.

e Los videos se analizaran automaticamente con un programa que habra que
entrenar previamente para que detecte las estereotipias de cavado.

Dado que se trata de un animal polifasico, sin ciclos de suefio definidos y picos de actividad
a lo largo de todo el dia, la toma de muestras se aleatoriza, mediante la creacién de
cuadrados latinos. Esto permite estudiar la posible influencia del momento de la medicién
sobre la estereotipia de cavado. Por lo que el momento del dia también pasara a ser un
factor o variable independiente, que se introduce con la finalidad de reducir el posible
ruido experimental durante el analisis estadistico de los resultados.

Grupo control:

Dia 1 Dia 2 Dia 3

Jaula 1 M N T
Jaula 2 T M N
Jaula 3 N T M

Grupo experimental:

Dia 1 Dia 2 Dia 3

Jaula 1 T N M
Jaula 2 M T N
Jaula 3 N M T

Las medidas se realizaran los mismos tres dias para reducir una posible variabilidad entre
los grupos. Este protocolo se repetira una semana mas tarde de forma a contar con mas
medidas.

La variabilidad puede, por tanto, puede estar causada por:

- Tratamiento (T): presencia o no de madriguera
- Momento del dia en el que se toman las muestras (MD)



y=pto ta + €

Se realiza un two-way ANOVA para analizar los datos obtenidos y valorar el efecto del
tratamiento sobre las estereotipias de cavado de los animales.
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