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RESUMEN

Para evaluar los efectos del estrés agudo sobre la recuperacién y la extincién de la memoria
espacial, se utilizaron ratas entrenadas en el laberinto circular de Barnes. El entrenamiento
consistié de 8 ensayos de adquisicién (intervalo entre ensayos, IEE, de 5 min) en donde
los animales debian aprender a encontrar una caja meta, ubicada en uno de los 18 agu-
jeros del laberinto. Todos los animales adquirieron el aprendizaje espacial, ya que
invirtieron menos tiempo en encontrar la caja meta y cometieron menos errores a medida
que se sucedian los ensayos de entrenamiento. Veinticuatro horas después del entrena-
miento se evalud la retencién y extincién del aprendizaje espacial mediante una prueba
con caja meta (PCC) seguida de siete pruebas sin caja (PSC), con un IEE de 5 min. Una
hora y media antes de la sesién de evaluacién de la memoria un grupo de animales fue
sometido a estrés por restriccién de movimientos durante una hora, permitiéndoles un
periodo de recuperacién de 30 min y otro grupo permanecié en su caja hogar sin mani-
pulacién (control). Los resultados indican que el estrés deteriora el proceso de evocacién
de la memoria espacial, ya que los animales estresados cometieron un mayor ntimero de
errores y demoraron mds tiempo en encontrar la caja meta durante la PCC, respecto de
los controles. Ademds, el estrés facilita el proceso de extincién, ya que, durante las PSCs
los animales estresados no mostraron una persistencia en la exploracién del agujero que,
en el entrenamiento, conducia a la caja meta.
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ABSTRACT

To evaluate the effects of acute stress on evocation and extinction of a spatial memory
task, we used rats trained in the Barnes circular maze. The training protocol consisted
of eight acquisition trials (intertrial interval, ITl; 5 min) where animals must learn to
find an escape box placed under one of these eighteen holes of the maze. All animals
learned the spatial memory task as indicated by diminished escape latency and weighted
errors along the eight acquisition trials. Twenty four hours after training spatial memory
evocation and extinction were tested (one trial with escape box, and seven consecutive
trials without escape box, ITI: 5 min). One hour and a half before memory evaluation
session half of the animals underwent movement restriction during one hour (one hour
stress, TH) and were allowed 30 min to recover, while the other half stayed in their home
cage without manipulation (control, C). Stressed animals displayed a significant
increase both in escape latency and in weighted errors during the trial with scape box.
These results indicate that movement restriction-induced stress deteriorates the spatial
memory evocation. Moreover, movement restriction-induced stress during one hour
facilitates extinction, showed by the non-persistence in the exploration of the escape
hole during the trials without escape box.

Key words: Barnes maze; spatial memory; evocation; extinction; acute stress.
INTRODUCCION

La memoria espacial es un tipo de memoria declarativa cuyo objetivo final es el alma-
cenamiento de la representacién espacio-perceptual de los lugares a los que se expone
un animal. Uno de los paradigmas utilizados en la evaluacién de la memoria espacial
de roedores es el laberinto circular de Barnes (Barnes, 1979). Este consiste en una
plataforma circular elevada a un metro del suelo, con orificios de escape en periferia.
Sélo uno de los orificios estd comunicado con una caja de escape. El laberinto se en-
cuentra ubicado en una habitacién iluminada con luz brillante y estd basado en la
tendencia natural de los roedores a buscar espacios oscuros y cerrados. Los animales
deben aprender, mediante claves espaciales externas al laberinto, una trayectoria
determinada que los llevard a la caja de escape logrando huir del ambiente abierto e
iluminado (McLay, 1998).

La memoria espacial puede verse afectada por diferentes factores externos e internos,
entre ellos el estrés. Se ha demostrado que el estrés puede mejorar o deteriorar la memo-
ria relacionada con tareas diversas (p.ej.: reconocimiento de objetos, condicionamiento
clasico o navegacién espacial). La direccién de estos efectos depende de la intensidad
de la respuesta de estrés, del tipo de agente estresante utilizado, del tipo de memoria
evaluada y de la fase de la memoria durante la cual se induce el estrés (Luine et al.,
1996; Lupien y McEwen, 1997; De Quervain et al., 1998; Morrow et al., 2000; Kim y
Diamond, 2002; Roozendaal, 2002; Bowman et al., 2003; Mello et al., 2008; Harrison
etal., 2009; Walesiuk y Braszko, 2009). Por ejemplo, la exposicién a estrés crénico puede
deteriorar o mejorar la memoria dependiendo del momento del desarrollo en que sea
inducido, de la edad y del sexo del animal (Mueller y Bale, 2007). Asimismo, el estrés
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agudo puede tener un efecto positivo o negativo sobre la memoria espacial depen-
diendo del momento en que sea inducido. De esta forma, la induccién de estrés agudo
por restriccion motora en ratas, antes de la adquisicién de una tarea espacial, evaluada
en el laberinto radial de ocho brazos, mejora la ejecucién de dicha tarea (Luine et al.,
1996). Por el contrario, si el estrés agudo ocurre después de la consolidacién y antes de
la recuperacién, deteriora la evocacién de la memoria. Mds aun, estos efectos estan
relacionados con el aumento de los niveles de corticosterona en sangre (De Quervain
etal., 1998; Roozendaal, 2002). La intensidad del estrés y los niveles de glucocorticoides
tienen un efecto sobre la memoria que sigue un patrén de U invertida, asi: el rendimien-
to de la memoria con estrés de intensidad media o niveles intermedios de glucocorti-
coides se asocian con mejor rendimiento de la memoria cuando se compara con niveles
altos o bajos de estrés o glucocorticoides (Lupien y McEwen, 1997; Mello et al., 2008).
Estudios en los cuales se evalta el efecto del estrés sobre la recuperacién de memoria
espacial en el laberinto radial acudtico, muestran que los animales estresados cometen
una mayor cantidad de errores que aquellos no estresados (Sandietal., 2005). También
se ha evaluado el efecto de la deprivacién del suefio REM, como agente estresante, en
la ejecucién de tareas espaciales en laberinto acudtico de Morris. En estos experimentos
se demostré que los animales sometidos a deprivaciéon del suefio REM sufren un
deterioro de la recuperacién de la memoria espacial (Youngblood et al., 1997). Ademas,
se demostrd la relacién existente entre niveles de corticosterona, estrés y memoria, con
un estudio en el cual los animales recibieron tres tratamientos diferentes (estrés agudo,
dosis bajas o dosis altas de corticosterona) y se evalué su memoria espacial en laberinto
acudtico de Morris. Dicho estudio mostré que tanto el estrés agudo como los niveles
de corticosterona afectan la evocacién de la memoria espacial y que los niveles de
corticosterona en sangre son directamente proporcionales al grado de deterioro de la
memoria (Youngblood etal., 1997).

Estudios llevados a cabo en el laboratorio de Neurofisiologia Comportamental de la
Universidad Nacional de Colombia han evaluado los efectos del estrés sobre la recupe-
racién de la memoria espacial, utilizando el laberinto circular de Barnes. Los resultados
de estos estudios han demostrado que ni la induccién de estrés agudo por restriccién de
movimientos ni la inyeccién de 1 o 3 mg/kg de corticosterona, alteran la recuperacién
de |a tarea espacial en este laberinto cuando se entrena a los animales con 16 ensayos
de adquisicién (ocho ensayos por dia, durante dos dias consecutivos; Torres, 2006;
Carvajal, 2006). En el presente trabajo experimental el entrenamiento de los animales se
llevd a cabo en un solo dia (ocho ensayos de adquisicién) y se indujo estrés agudo por
restriccién motora antes de las sesiones de evaluacién y extincién de la memoria espacial,
que se realizaron 24 horas después del entrenamiento. Los resultados indican que el
estrés agudo por restricciéon de movimientos durante una hora perjudica la evocacién de
la memoria espacial y facilita su extincién, cuando el entrenamiento es corto.

MATERIALES Y METODOS
SUJETOS

En este estudio se utilizaron como sujetos 14 ratas Wistar macho, de 260 + 20 gramos
de peso, con una edad promedio de 16 semanas, que fueron suministradas por el
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Bioterio de Produccién de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad Nacional de Colombia, sede Bogota. Los animales fueron trasladados al
Laboratorio de Aprendizaje y Comportamiento Animal del Departamento de Psicologia,
Universidad Nacional de Colombia y alojados en cajas de policarbonato (38 x32 x 18
cm, cuatro animales por caja). Durante el experimento, los animales permanecieron en
un cuarto con temperatura controlada (18 = 2 °C), un ciclo de luz / oscuridad de 12
horas (las luces se encendian a las 7:00 a.m.) y libre acceso a agua y comida. Las cajas
de policarbonato contenian una capa de aserrin en el fondo que era cambiada cada
tercer dia. Antes de los procedimientos experimentales se permitié la aclimatacién de
los animales a las condiciones del bioterio durante un periodo cuatro dias. Todos los
procedimientos experimentales fueron realizados entre las 7:00 a.m. y las 12:30 p.m.,
con el objeto de eludir el pico de corticosterona enddgena de los animales (que se
presenta después de las 3:00 p.m.).

La totalidad de los procedimientos experimentales, las condiciones de alojamiento, y la
disposicién de los residuos biolégicos y quimicos fue realizada observando las norma-
tivas nacionales e internacionales pertinentes: Resolucién N.° 008430 de 1993 del
Ministerio de Salud y Ley 84 del 27 de diciembre de 1989; también se observaron los
procedimientos para el manejo y cuidado de animales de laboratorio recomendados
por la normativa de la Unién Europea (8616091EU) y los Institutos Nacionales de Salud
de los Estados Unidos de América.

INDUCCION DE ESTRES

El estrés se indujo mediante la restriccién de movimientos. De acuerdo con el ciclo
circadiano de secrecién de corticosterona, la induccién de estrés de cada animal se
programé de modo tal que empezara después de las 7:00 a.m. y finalizara antes de las
11:30 a.m. Para ello, en una cabina separada de la sala experimental y el bioterio, cada
animal fue introducido suavemente en un cilindro de PVC (base: 6 cm, altura: 20 cm),
cuyas bases fueron cerradas con tapas con perforaciones. Dentro de este cilindro el
animal puede respirar y mover sus extremidades, pero no puede girar sobre su eje
dorsoventral. Cada animal permanecié durante un periodo de una hora dentro del
cilindro con su eje mayor dispuesto horizontalmente.

ENTRENAMIENTO Y EVALUACION DE LA TAREA DE MEMORIA ESPACIAL

Se realizaron en el laberinto circular de Barnes (Barnes, 1979; McLay, 1998; Coburn-
Litvak et al., 2003; Torres, 2006; Carvajal, 2006). Este laberinto consiste de una plata-
forma circular de acrilico negro de 122 cm de didmetro, con 18 agujeros (cada uno de
9,5 cm de didmetro) distribuidos en la periferia (con el centro a 10 cm del borde de la
plataforma) y espaciados de manera regular (cada 20° de arco, Fig. 1A). Solo uno de
los agujeros (elegido aleatoriamente para cada sujeto experimental) da acceso a una
caja de escape o caja meta en forma de prisma rectangular (24 cm de largo x 10 cm de
alto x 8,5 cm de ancho). En el centro del laberinto se ubica un cilindro (base: 25 cm,
altura: 15 cm) con solo la base superior (caja de salida), el cual puede ser elevado por
el experimentador mediante un sistema de poleas (Fig. 1B).

En la sala de experimentacidén hay sefiales visuales (claves espaciales extralaberinticas)
que se mantuvieron fijas en las paredes durante todo el experimento (Fig. 1B). Ademas,
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en el techo estan instaladas dos lamparas de luz blanca de 300 W (dirigidas al centro
del laberinto), una fuente de ruido blanco de 90 dB y una l[dmpara de luz roja de 60 W,
las cuales pueden ser controladas de forma alternativa por el experimentador. Antes de
iniciar el entrenamiento, los animales fueron habituados a la sala de experimentacién
iluminada con luz rojay a las cajas del laberinto (caja de salida y caja meta).
Veinticuatro horas después de la habituacidn se realizé la sesién de adquisicién, que
consistié de ocho ensayos (E1 a E8), separados por un intervalo entre ensayos (IEE) de
5 min. Antes de cada ensayo, estando iluminada la sala de experimentacién con la luz
roja, el sujeto se introdujo en la caja de salida durante 30 segundos (Fig. 1B). Cada en-
sayo comenzaba cuando de manera simultdnea se elevaba la caja de salida y se encen-
dian las luces blancas y la fuente de sonido (Fig. 1C). En cada ensayo se permitia al
animal explorar el laberinto por un intervalo méximo de 4 minutos. El ensayo finalizaba
cuando el animal se introducia en la caja meta, momento en el cual las luces blancasy
la fuente de sonido se apagaban y se volvia a encender la luz roja. Cuando, transcurridos
4 minutos, el animal no habia encontrado la caja meta, el experimentador lo introducia
suavemente en ella a través del agujero correspondiente, apagaba las luces blancasy la
fuente de sonido y encendia la luz roja. En cualquiera de los casos anteriores, se dejaba
al animal en la caja meta durante 1 minuto. En el tiempo entre ensayos el animal per-
manecia aislado en una caja idéntica a su alojamiento habitual.

Veinticuatro horas después del entrenamiento, se evalué el aprendizaje. Para ello se
realizaron dos ensayos: 1) en el primer ensayo, idéntico a los ensayos de la sesién de
adquisicién (prueba con caja, PCC; Fig. 1C), se evalud la ejecucién de la tarea espacial,
en el segundo ensayo, semejante a los ensayos de adquisicién pero retirando la caja
meta (prueba sin caja, PSCT; Fig. 1 D), se evalud si el sujeto retenia la ubicacién espacial
de la caja (indicado por persistencia en la exploracién del agujero meta). Puesto que la
exposicién al laberinto sin caja meta da inicio al proceso de extincién y dado que se pre-
tendia evaluar también dicho proceso, en la misma sesién se llevaron a cabo otras seis
pruebas sin caja (PSC2 a PSC7; Fig. 1D). En esta sesién de evaluacién y extincién el IEE
fue de 5 minutos.

DISENO EXPERIMENTAL

Aleatoriamente, los 14 animales fueron asignados a dos grupos experimentales: 1) con-
trol (n = 6), conformado por animales que no eran sometidos a estrés por restriccion
motora y 2) estrés una hora (n = 8), conformado por animales que eran sometidos a
una hora de restriccién de sus movimientos. A los animales sometidos a restriccién
motora se les perimitié un periodo de recuperacién de 30 minutos antes iniciar la sesién
de evaluacién y extincién en el laberinto de Barnes.

ADQUISICION, PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE DATOS

A partir de las grabaciones en video del desempefio de cada rata en el laberinto de Barnes
se obtuvo la secuencia de agujeros explorados y tiempo en que ocurrié la exploracion,
tomando como inicio de un ensayo el momento en que se levanté la caja de salida. Se
definié una exploracién como un evento de deflexién de la cabeza y cuello de la rata o
tocada de nariz dentro de un agujero. Los agujeros fueron numerados en sentido contrario
a las manecillas del reloj de -8 a 9, donde 0 corresponde al agujero meta (Fig. 1A).
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En cada uno de los ensayos de adquisicién y la PCC se conté el nimero de errores
cometidos por el sujeto (exploraciones de agujeros distintos a aquel que conduce a la
caja meta) y se determind la latencia de escape (tiempo, expresado en segundos, entre
el inicio del ensayo y la entrada en la caja meta). Para modelar la trayectoria recorrida
por cada rata, se tomd la secuencia de agujeros explorados, se transformé usando
coordanadas polares originadas en el centro del laberinto y, con base en ello, se calculé
la distancia total recorrida en cada ensayo (sumatoria de la distancia entre los agujeros
explorados secuencialmente) y la velocidad media de ejecucién (distancia total recorrida
dividida por la latencia de escape). Para ponderar los errores de exploracién, teniendo
en cuenta su cercania al agujero meta, se computd la sumatoria de la distancia entre
cada agujero explorado y el agujero meta.

Fig. 1. Laberinto circular de Barnes. A. Vista superior del Laberinto circular de Barnes, en donde se
observa la ubicacién de los dieciocho agujeros del laberinto (0 a -1). Se destaca la ubicacién del agujero
meta (agujero 0, en gris oscuro) por debajo del cual se ubica la caja meta o caja de escape. B. Antes
de comenzar los ensayos de la sesién de adquisicién (E1 a E8) y el primer ensayo de la sesién de
evaluacién del aprendizaje (prueba con caja, PCC), los animales se ubican en la caja de salida (caja gris
claro), en el centro del laberinto. El agujero meta (gris oscuro) tiene por debajo la caja meta (en linea
punteada). C. Al inicio de E1 a E8 y PCC, la caja de salida se levanta y, simultdneamente, se encienden
las luces y la fuente de sonido, ubicadas en el techo del recinto experimental. D. Durante el segundo
ensayo de la evaluacién del aprendizaje (prueba sin caja 1, PSC1) y en la fase de extincién (pruebas sin
caja 2 a7, PSC 2 a PSC7), se evalta la retencién del aprendizaje espacial en el laberinto habiendo
retirado la caja meta. En B, Cy D: cruz, media luna, circulo corresponden a las claves extralaberinticas
en las paredes del cuarto de experimentacion.

En la PSC1 y en cada ensayo de extincién se calculé la frecuencia de exploracién de
cada agujero (ndimero de exploraciones del agujero durante el ensayo), el nimero total
de exploraciones (sumatoria de las exploraciones de todos los agujeros durante el en-
sayo), la distancia total recorrida y la distancia media entre cada uno de los agujeros
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explorados y el agujero meta. Para caracterizar en detalle la evolucién de la conducta
exploratoria durante la PSC1, se dividié este ensayo en cuatro intervalos (INT 1 a 4) de
un minuto cada uno y en cada uno de ellos se conté la frecuencia de exploracién de
cada uno de los agujeros del laberinto.

Las comparaciones entre grupos y sesiones se realizaron con el paquete estadistico
SIGMASTAT 3.5 aplicando ANDEVA de una via y ANDEVA de medidas repetidas con
uno o dos factores. Cuando se encontraron diferencias significativas se aplic6, como
prueba post hoc, el método de comparaciones mdiltiples de Holm-Sidak (excepto cuando
se indique lo contrario). Las tablas y gréficas fueron realizadas en Microsoft® Office
Excel 2003 y SIGMAPLOT 10.0 y estdn representadas en todos los casos como media
+ SEM (error estandar de la media). Para todas las pruebas se tomé como nivel de
significatividad un a = 0,05.

RESULTADOS

ADQUISICION

La figura 2A muestra la latencia de llegada a la caja meta a lo largo de los ocho ensayos
de adquisicién (E1 a E8) y la prueba con caja (PCC). Conforme avanzaron los ensayos
de adquisicién, los animales de ambos grupos (control y estrés una hora) emplearon
significativamente menos tiempo en encontrar la caja meta (Fq1,12)= 6,381; p < 0,001).
Ademds, no se encontraron diferencias significativas en la disminucién de la latencia en
funcién de los ensayos para los distintos grupos (Fa,2) = 1,978; p = 0,185). Las
comparaciones planeadas a posteriori mostraron diferencias significativas en la latencia
de llegada al agujero meta entre E1y E8 y entre ET y PCC para cada uno de los grupos,
seglin se muestra en la tabla 1.

Grupo E1vs. E8 E1vs. PCC

gl t p gl t p
Control 10 5,475 | <0,001 10 3,890 <0,05
Estrés una hora 14 5,216 <0,001 14 3,350 <0,05

Tabla 1. Comparaciones planeadas de la latencia de llegada al agujero meta durante la adquisicién y
primer ensayo de la evaluacién. Abreviaturas: E1, primer ensayo de |a sesién de adquisicién; E8, octavo
ensayo de la sesién de adquisicién; PCC, prueba con caja (primer ensayo de recuperacién o evaluacion);
g.l., grados de libertad; t, estadistico de la prueba t de Student; p, probabilidad.

La figur 2B muestra el nimero de errores ponderados que cometieron los animales de
cada grupo a lo largo de los ocho ensayos de adquisicién y la PCC. El andlisis estadistico
evidencié una disminucién significativa en los errores cometidos por los sujetos de ambos
grupos a lo largo de los ocho ensayos de entrenamiento (Fi12) = 5,848; p < 0,001). Por
otra parte, no hubo diferencias significativas entre los dos grupos con respecto a los
errores cometidos (F112) = 0,979; p = 0,342). Las comparaciones planeadas a posteriori
evidenciaron diferencias significativas en los errores ponderados entre E1y E8 y entre E1
y PCC para cada uno de los grupos, segiin se muestra en la tabla 2.
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Fig. 2. Evolucién temporal de |a latencia y errores de agujero durante la sesién de adquisicién y primer
ensayo de la sesién de evaluacidn o prueba con caja (PCC). A. Latencia de llegada al agujero meta a
lo largo de los ocho ensayos de adquisicién (1 a 8) y la prueba de recuperacién con caja (PCC), para
los grupos: control (tridngulos blancos; n = 6) y estrés una hora (cuadrados negros; n = 8). B. Errores
ponderados a lo largo de los ocho ensayos de adquisicién (1 a 8) y la PCC, para los grupos: control y
estrés una hora. C. Latencia de llegada al agujero meta durante la PCC de los grupos: control y estrés
una hora. D. Errores ponderados cometidos por los animales control y estrés una hora durante la PCC.
En todas las gréficas cada punto o barra ilustra el promedio + el error estandar de la media. Simbolos:
#, diferencias significativas (p < 0,05) entre los ensayos 8 y 1 de la sesién de adquisicién; *, diferencias
significativas (p < 0,05) entre los grupos control y estrés una hora durante la PCC.

Grupo E1vs. E8 E1vs. PCC

gl t p gl t p
Control 10 4,182 | <0,01 10 5,710 | <0,001
Estrés una hora 14 6,053 | <0,001 14 3,380 <0,01

Tabla 2. Comparaciones planeadas de errores ponderados durante la adquisicién y el primer ensayo
de evaluacién. Abreviaturas: Como en la tabla 1.

EVOCACION

Durante la PCC los animales del grupo estrés una hora, emplearon mayor tiempo para
hallar caja meta (F112) = 16,316; p < 0,01; Fig. 2C) y cometieron un mayor ndimero de
errores de agujero (Fa,12) = 16,259; p< 0,001; Fig. 2D; Fig. 6, PCC) que los animales del
grupo control.

Durante la PSC1 los animales del grupo control exploraron con mayor frecuencia el
agujero meta respecto de los demds; mientras que los animales del grupo estrés una
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hora exploraron con frecuencias similares todos los agujeros (Fig. 3A; Fig. 6, PSC1). El
andlisis estadistico mostré diferencias significativas en la exploracién de los diferentes
agujeros (Fa,16) = 8,030; p < 0,001). Pruebas post-hoc mostraron que los sujetos del
grupo control persistieron de modo significativo en la exploracién del agujero meta (p
<0,001), en tanto que esta persistencia no se observé en los sujetos del grupo estrés
una hora. Ademds, la frecuencia de exploracién del agujero meta de los sujetos del
grupo control fue significativamente mayor que la de los sujetos del grupo estrés una
hora (t(2) = 2.80; p < 0,05; Fig. 3A, inserto).
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Fig. 3. Exploracién de cada uno de los agujeros del laberinto durante los ensayos sin caja de escape (PSC).
A. Frecuencia de exploracién de cada uno de los dieciocho agujeros del laberinto para los grupos: control
(tridngulos blancos; n = 6) y estrés una hora (cuadrados negros; n = 8) durante la prueba sin caja 1 (PSC
1). Inserto: Comparacién de la frecuencia de exploracién del agujero meta (agujero 0) para los grupos
control (barra blanca) y estrés una hora (barra negra). B. Frecuencia de exploracién de cada uno de los
dieciocho agujeros del laberinto, durante las PSC 2 a PSC 7. En cada grafica se ilustra la media + el error
estandar de la media (SEM). Simbolos: *, diferencias significativas (p < 0,05); flecha, indica el agujero
meta (agujero 0).
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EXTINCION

En la PSC2, los animales del grupo control continuaron explorando con frecuencia
significativamente mayor que el azar el agujero meta y los agujeros adyacentes (F1,16)=
4,098; p < 0,001). En contraste, la exploracién de los animales del grupo estrés una
hora no superd el nivel de azar para ninguno de los agujeros (Fai16) = 2,15; p = 0,195;
Fig. 3B, PSC2). A partir de la PSC3 y hasta la PSC7 los animales de ambos grupos no
exploraron agujero alguno por encima del nivel de azar (Fu16) = 1,020; p = 0,430).
Tampoco hubo diferencias significativas entre ambos grupos en la frecuencia de
exploracién de agujeros (Fq,12) = 0,220; p = 0,790; Fig. 3B, PSC3 a PSC7).

La frecuencia con la que los animales controles exploraron todos los agujeros del
laberinto disminuyé a lo largo de los siete ensayos sin caja de escape (Fi,12) = 7,642; p
< 0,001; Fig. 4A). No obstante, no hubo diferencias significativas en términos de la
frecuencia total de exploracién para los animales del grupo estrés una hora (F1,12) =
0,224; p = 0,644).

La frecuencia con la que los animales exploraron el agujero meta disminuyd a lo largo
de los siete ensayos sin caja de escape (Fi,12) = 4,380; p < 0,05; Fig. 4B). También se evi-
dencié que durante la PSC1 la exploracién del agujero meta fue significativamente
mayor en los animales del grupo control que en los animales del grupo estrés una hora
(ta2) = 2.80; p < 0,05; Fig. 3A, inserto, Fig. 4B).
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Fig. 4. Exploracién de los agujeros durante la extincién. A. Frecuencia de exploracién de todos los
agujeros a lo largo de los siete ensayos sin caja de escape (PSC 1 a PSC 7), para los grupos control
(triangulos blancos, n = 6) y estrés una hora (cuadrados negros, n = 8). B. Frecuencia de exploracién
del agujero meta a lo largo de los siete ensayos sin caja de escape para los grupos control y estrés una
hora. En cada grafica se ilustra la media + el error estdndar de la media (SEM). Simbolo*: diferencias
significativas (p < 0,01) entre PSC1y PSC7 para el grupo control (en A); diferencias significativas (p <
0,05) entre la PSC1 del grupo control vs el grupo estrés una hora (en B).

Alo largo de las siete PSCs los animales tardaron mas tiempo para explorar por primera
vez el agujero meta (F(i,12) = 3,160; p < 0,05; Fig. 5A). Sin embargo, no se evidenciaron
diferencias significativas entre grupos (Fi12) = 2,907; p = 0,086; Fig. 5A).

Puesto que desde el primer ensayo sin caja de escape se evidencié que los sujetos del
grupo estrés una hora persistian menos en la exploracién del agujero meta, y con el
propésito de evaluar la posibilidad de una mayor velocidad del proceso de extincién,
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se analizé el desempefio de los sujetos de ambos grupos en cada minuto de dicho
ensayo. Durante el primer minuto (INT1) los animales de ambos grupos no persistieron
en la exploracién del agujero meta (Fig. 5B, INT1) y exploraron por igual todos los
agujeros del laberinto (Fig. 5C, INT 1). Durante el segundo minuto (INT2), los animales
del grupo control exploraron el agujero meta por encima del nivel de azar (p < 0,05)
mientras que los animales del estrés una hora exploraron con frecuencia similar todos
los agujeros del laberinto (Fig. 5By Fig. 5C, INT2). Durante el tercer (INT3) y el cuarto
(INT4) minutos los animales de ambos grupos no persistieron en la exploracién del
agujero meta (Fig. 5B, INT 3 e INT 4) y exploraron por igual todos los agujeros del
laberinto (Fig. 5C, INT 3 e INT 4).
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Fig. 5. Evolucién de la latencia de escape durante la fase de extincién y analisis por intervalos de la
frecuencia de exploracién de los agujeros durante el primer ensayo sin caja de escape (PSC1). A.
Latencia de llegada al agujero meta (0) a lo largo de los siete ensayos sin caja de escape (PSC1 a PSC7),
para los grupos: control (tridngulos blancos, n = 6), y estrés una hora (cuadrados negros, n = 8). B.
Frecuencia de exploracién del agujero meta durante el primer ensayo sin caja de escape (PSC1)
discriminada en intervalos de un minuto (INT 1 a INT 4) para los grupos: control (barras blancas) y
estrés una hora (barras negras). C. Frecuencia de exploracién de cada uno de los dieciocho agujeros
del laberinto durante el primer ensayo sin caja de escape (PSC1) discriminada en intervalos de un
minuto (INT 1 a INT 4) para los grupos: control (tridngulos blancos) y estrés una hora (cuadrados
negros). En cada gréfica se ilustra la media + el error estandar de la media (SEM). Simbolos: *, p < 0,05;
flecha, indica el agujero meta (0).
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Fig. 6. Diagramas polares de la trayectoria aproximada en el laberinto de Barnes durante ensayos
representativos de las fases de adquisicién, recuperacién y extincién. Flechas horizontales: ubicacién
del agujero meta; flecha vertical: tratamiento (control, estrés una hora); E1: Ensayo 1 de adquisicién;
E8: ensayo 8 de adquisicién; PCC: prueba con caja; PSC1: prueba sin caja 1; PSC7: prueba sin caja 7.

DISCUSION

Los sujetos de ambos grupos lograron adquirir satisfactoriamente la tarea espacial,
como lo indica que la latencia de escape y los errores de agujero durante el octavo
ensayo de entrenamiento fueron significativamente menores que durante el primer
ensayo de entrenamiento (Fig. 2A; Fig. 2B; Tabla 1; Tabla 2). Este resultado indica que
una sola sesién de entrenamiento con ocho ensayos es suficiente para lograr un
aprendizaje espacial en el laberinto de Barnes.

De modo similar, los sujetos de ambos grupos evocaron adecuadamente la memoria
espacial durante la PCC, como lo indica que la latencia de escape y los errores de agu-
jero fueron significativamente menores que durante el primer ensayo de entrenamiento
(Fig. 2A; Fig. 2B; Tabla 1 y Tabla 2). No obstante, el estrés provocado por restriccién
de movimientos durante una hora antes de la evaluacién deterioré la evocacién de la
memoria espacial, como lo indica que tanto la latencia de escape, como lo errores de
agujero de los sujetos del grupo estrés una hora fueron significativamente mayores que
los de los sujetos del grupo control (Fig. 2C; Fig. 2D; Fig. 6, PCC).

Durante el primer ensayo sin caja de escape (PSC1) solo los sujetos del grupo control
exploraron con persistencia el agujero meta (Fig. 3A; Fig. 4B; Fig. 6, PSC1). No obstan-
te, esta persistencia solo se manifesté durante el segundo minuto de la PSC 1 (Fig. 5B
y Fig. 5C). En los restantes ensayos sin caja de escape (PSC2 a PSC7) ninguno de los
grupos manifesté persistencia en la exploracién del agujero meta (Fig. 3C). Tomados
en conjunto con el rendimiento durante la fase de adquisicién y la PCC, los datos de
las PSC sugieren una extincién del aprendizaje espacial en ambos grupos. No obstante,
dada la recuperacién espontanea observada en los sujetos del grupo control durante
el segundo minuto de la PSCT1, se puede inferir que el proceso de extincién fue mas
rapido en los sujetos del grupo estrés una hora que en los del grupo control.

La exitosa adquisicién y evocacién de la memoria espacial con un entrenamiento de ocho
ensayos en el laberinto circular de Barnes sugiere que en el protocolo de entrenamiento
usado inicialmente en el Laboratorio de Neurofisiologia Comportamental (LNfC) se
producia un sobreentrenamiento de la tarea espacial (Angueyra y Arcos, 2006; Carvajal,
2006; Torres, 2006). Este protocolo constaba de dos sesiones de entrenamiento, cada
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una de ocho ensayos (16 ensayos en total), realizadas en dias consecutivos. De hecho,
en los experimentos en que se usé este protocolo, no se observaron diferencias significa-
tivas en la latencia de escape ni en los errores de agujero ponderados entre los ensayos
ochoy 16 (Angueyra y Arcos, 2006; Carvajal, 2006; Torres, 2006).

El deterioro de la evocacién de la memoria espacial en los sujetos sometidos a estrés
antes de la sesién de evaluacién concuerda con estudios previos, en los que la exposi-
cién a diferentes eventos estresantes (choque eléctrico en las patas, deprivacién de
suefio y olor sintético de predador) antes de la evaluacién de un aprendizaje, deteriora
el proceso de recuperacién (De Quervain etal., 1998; Youngblood et al., 1997; Morrow
etal., 2000; Sandi etal., 2005). No obstante, este resultado difiere parcialmente de los
hallazgos de experimentos anteriores del LNfC en los cuales no se encontré efecto del
estrés por restriccién de movimientos (durante una hora o cuatro horas), ni de la inyec-
cién sistémica de corticosterona (en dosis de 1T mg/kg o 3 mg/kg) sobre la ejecucién en
la PCC. En dichos experimentos, aunque todos los grupos desplegaron persistencia
significativa en la exploracién del agujero meta en la PSC1, ésta fue significativamente
menor en los animales que recibieron estrés durante cuatro horas o 3 mg/kg de corticos-
terona antes de la evaluacién (Torres, 2006; Carvajal, 2006). Esto sugiere que los
efectos del estrés sobre |a retencién de la memoria espacial son diferentes dependiendo
del nimero de ensayos de entrenamiento recibidos por los sujetos y motiva el desarrollo
de experimentos disefiados para evaluar tal posibilidad.

El haber encontrado evidencia de que la extincién de la memoria espacial empieza desde
el primer ensayo sin caja de escape sugiere una reinterpretacién de los resultados obte-
nidos por otros grupos. Asi, en estudios realizados en el laberinto acudtico de Morris,
como el publicado por De Quervainetal., 1998, se observé que los animales sometidos
a estrés 30 min antes de la evaluacién no persistian en la exploracién del cuadrante en
el cual se encontraba la plataforma de escape durante los ensayos de entrenamiento.
Esta perturbacién en la ejecucién de la tarea espacial estaba directamente relacionada
con el perfil temporal de la activacion del eje hipotdlamo-hipéfisis-suprarrenal durante
la respuesta de estrés. En efecto, la retencién no se vefa afectada cuando el animal era
expuesto al mismo evento estresante dos minutos o cuatro horas antes de la prueba.
Estos resultados han sido interpretados en términos de que el estrés impide la
recuperacién de la memoria espacial. No obstante, esta interpretacién podria estar
sesgada por la forma en que se evaltia la memoria espacial en el laberinto de Morris (por
la persistencia en la exploracién del cuadrante meta durante un ensayo en el que se ha
retirado la plataforma de escape) y por el cardcter intrinsecamente estresante del nado
forzado durante la evaluacién (Harrison et al., 2009).

En contraste, en el LNfC se evalta la retencién de la memoria espacial en el laberinto
de Barnes, mediante dos ensayos separados: uno con caja de escape (que muestra re-
tencién de la ejecucién tras un periodo de retardo una vez finalizado el entrenamiento)
y uno sin caja de escape (que indica la retencién de la ubicacién espacial de la meta a
través de la persistencia en la exploracién del agujero meta). Mediante esta estrategia
se ha establecido que el estrés agudo (Torres, 2006), el estrés crénico (Usme, 2005) o
la corticosterona administrada sistémicamente (Carvajal, 2006) no afectan significati-
vamente la retencién en cuanto a la ejecucién de la tarea espacial, pero si en términos
de la persistencia en la exploracién del agujero meta en animales que han recibido 16
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ensayos de entrenamiento distribuidos en dos sesiones (Torres, 2006). Estos hallazgos
sugirieron la posibilidad de que el efecto del estrés consistiera en hacer més labil la
memoria espacial al proceso de extincién.

Kawasaki e Iwasaki, 1997, encontraron que la concentracién de glucocorticoides, y por
tanto la actividad de el eje hipotdlamo-hipdfisis-suprarrenal, aumenta durante la
extincién de una tarea en la cual el animal debia recorrer un camino recto para obtener
un reforzador alimenticio al final. Mds adin, Barrett y Gonzélez-Lima, 2004, describieron
que la administracién de un antagonista de glucocorticoides deteriora la extincién de
una tarea de aprendizaje asociativo. Estos hallazgos sugieren también que la extincién
podria ser facilitada por el estrés. En este sentido, los hallazgos en el laberinto de Morris
podrian ser reinterpretados como el resultado de una extincién acelerada por el estrés
previo a la evaluacién y por el cardcter intrinsecamente estresante de la prueba. Los re-
sultados del presente experimento dan apoyo empirico a esta interpretacién, mostrando
que niveles intermedios de estrés facilitan la extincién de la memoria espacial.
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