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First entry in elevated plus-maze as anxiety level predictor
Cesar A. Celis'?, Diana P. Martinez', Carlos A. Conde'

RESUMEN

Introducciéon: Generalmente el analisis del comportamiento exploratorio de ratas en laberinto en cruz
elevado es realizado a la poblacion general sin llevarse a cabo ningun tipo de discriminacion entre
individuos en funcién de sus decisiones exploratorias. Considerando la toma de decisiones para entrar
a una zona del laberinto como un conflicto entre motivacion de explorar y aversion, el presente trabajo
pretende evaluar la primera entrada a los brazos del laberinto como indicador del estado inicial de los
niveles de motivacion y aversion del entorno y en consecuencia, como indicador temprano de la evolucion
del comportamiento exploratorio. Materiales y métodos: Se evaluo el desempeiio de ratas Wistar machos
en laberinto en cruz elevado sometidas a una primera exposicion, separandolas en dos grupos, de acuerdo
a si su primera entrada fue en los brazos abiertos o en los brazos cerrados. Resultados: Aquellas ratas que
primero entraron en los brazos abiertos obtuvieron valores significativamente mayores para el nimero
de entradas y tiempo de permanencia en estos brazos en comparacion con aquellas que entraron primero
a los brazos cerrados; mientras que no se evidencid diferencias en el numero de entradas en los brazos
cerrados. Conclusion: La primera decision del animal resulta predictiva del comportamiento durante los
S minutos de exploracion y permite discriminar las ratas entre dos niveles de ansiedad, sugiriéndose como
variable discriminatoria el porcentaje de entradas a los brazos abiertos con punto de corte en 30,77%.
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ABSTRACT

Introduction: Usually, the analysis of the rat exploratory behavior in elevated plus maze is carried out to the

general population, without any discrimination between individuals as a function of their exploratory decisions.

Considering the decision making to enter into a maze zone as a conflict between motivation to explore and aversion,

the current work pretends to assess the first entry into the maze arms as indicator of the initial state of the motivation

and aversion levels of the environment and therefore, as early indicator of the evolution of the exploratory behavior.

Materials and methods: It was evaluated the performance of male Wistar rats in elevated plus maze subjected

to a first exposure, divided into two groups, according to whether its first entry was made into the open or closed

arms. Results: Those rats that entered first into the open arms obtained higher significant values in the number of
entries and time spent in these arms with respect to those rats that entered first into the closed arms; but it was not
obtained differences in the number of entries into the closed arms. Conclusion: The first animal choice predicts the

behavior during the 5 minutes of exploration and allows to discriminate the rats between two anxiety levels, being

suggested the percentage of entries in open arms as discriminatory variable with cut-off value in 30.77%. Salud
UILS 20105 42: 220-228

Keywords: Aversion, decision making, exploratory behavior, motivation, Wistar rats

INTRODUCCION

El laberinto en cruz elevado (LCE) es reconocido
como uno de los modelos eto-experimentales de
ansiedad mas utilizados para bioensayo de farmacos
ansioliticos!?. Este modelo murino, basado en la libre
exploracion que despliegan los roedores frente a un
ambiente novedoso, permite a través de su arquitectura,
elegir entre dos pares de zonas distintas: un par de
brazos potencialmente peligrosos (brazos abiertos) y
un par de brazos seguros (brazos cerrados)®. Entre
otros factores, la genética del animal expuesto al LCE
determina en gran medida el repertorio exploratorio
que este exhibe®®’. Sin embargo, a pesar de las
diferencias numéricas entre parametros, reportadas
por los diferentes grupos de investigacion alrededor
del mundo®, una primera aproximacion del estudio
del comportamiento exploratorio de ratas en LCE
ha mostrado cierta uniformidad en los patrones
exploratorios caracterizados a través de parametros
comportamentales espacio-temporales (PCET) que
definen de la forma mas general posible el fenomeno.
Dentro de estos patrones, la preferencia por los brazos
cerrados es mantenida, atin en diferentes especies y
cepas de experimentacion®®’. Sin embargo, el avance
en el entendimiento de este fendmeno exige ir cada
vez mas profundo en el analisis de la informacion, de
modo que no solo las diferencias entre poblaciones,
sino también entre individuos se vuelven relevantes®'°.
Un primer paso en esa direccion exige que se realicen
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clasificaciones al interior de las cepas, separando las
ratas en al menos dos grupos, uno con mayor nivel de
ansiedad que el otro, esto en funcion de diferencias
sugeridas o encontradas en alguno de estos PCET.

Varios podrian ser los criterios de clasificacion y de
igual forma el método de encontrarlos, ya sea siendo
estos propuestos por el investigador o encontrados
a través del uso de técnicas matematicas'' '3,
Un reporte reciente ha mostrado la posibilidad de
discriminar entre distintos estados comportamentales
en la prueba de Campo Abierto en sesiones de 10 min,
basados en el analisis del comportamiento del primer
minuto, estableciendo la capacidad de discriminacion
de toda una sesion experimental a partir de eventos
iniciales'. Partiendo de la conceptualizacién del LCE
como un modelo animal de exploracion libre donde
la toma de decisiones para entrar a una zona del
laberinto podria interpretarse como un conflicto entre
motivacion de explorar y aversion'> ¢, seria factible
pensar que la primera entrada a los brazos aludiria el
estado inicial de los niveles de motivacion y aversion
del entorno y en consecuencia, la evolucion del
comportamiento exploratorio.

El presente trabajo se centr6 en determinar si la
eleccion de la primera entrada a los brazos podria ser un
indicativo del comportamiento exploratorio posterior
observado durante los 5 min de libre exploracion de
ratas Wistar en LCE.
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MATERIALES Y METODOS

Animales

Los experimentos fueron realizados con 33 ratas Wistar
machos con peso entre 190 y 250 g, provenientes del
bioterio de la Universidad Industrial de Santander,
alojadas en grupos de 6 animales por caja'’, (50x30x15
cm), con comida y agua ad libitum, en un ciclo de luz-
oscuridad de 12 horas, con las luces encendidas a las
7:00, temperatura promedio de 23+1°C, y humedad
relativa de 66+£5%. El periodo de habituacion a la sala de
experimentacion fue de 8 dias; 3 dias antes de exponer
los animales al LCE fueron manipulados por 1 minuto.
Los experimentos se llevaron a cabo entre las 14:00 y
las 18:00 horas. Todos los procedimientos realizados
dentro de este proyecto se acogieron a la ley 84 y a la
resolucion 8430 de 1993 (Titulo V) y a la aprobacion
del comité de ética para proyectos de investigacion de
la Universidad Industrial de Santander.

Laberinto en cruz elevado

El dispositivo utilizado consistia en un laberinto
compuesto de 4 brazos en forma de cruz elevados a
una altura de 50 cm. Cada brazo media 12x50 cm y la
zona central 12x12 cm. Dos brazos cerrados (BC), uno
frente al otro, rodeados con paredes de madera de 40
cm de altura, y dos brazos abiertos (BA) con bordes de
Plexiglas de 1 cm de altura.

Procedimiento

Las ratas fueron clasificadas en dos grupos en funcion
de la primera entrada a los brazos del laberinto, el
primer grupo llamado PEBA (n = 7) fueron aquellas
ratas que entraron primero a los BA y el segundo
llamado PEBC (n = 26), aquellas que entraron primero
a los BC. El protocolo de experimentacion en el LCE
consistio en ubicar la rata en la zona central con la
cabeza orientada hacia uno de los brazos cerrados,
permitiendo la libre exploracion durante 5 min. Para
disminuir pistas odorificas dejadas por las ratas, el
laberinto fue limpiado con alcohol y algodones secos.
La entrada a un brazo correspondia cuando todas las 4
patas estaban dentro de este.

Posterior a la ejecucion de los experimentos, se
calcularon los siguientes PCET: Entradas a los
BA (EBA), entradas a los BC (EBC), tiempo de

permanencia en los BA (TBA), tiempo de permanencia
en los BC (TBC), porcentaje de entradas a los BA
(%EBA = EBA*100/(EBA+EBC)), porcentaje de
tiempo de permanencia en los BA (%TBA =TBA*100/
(TBA+TBC)), tiempo promedio por entrada a los BA
(TBAp = TBA/EBA), tiempo promedio por entrada
a los BC (TBCp = TBC/EBC). También se calculo el
numero de transiciones entre brazos para cada rata,
obteniéndose cuatro tipos de transicion: cuando la rata
sale de un BC e inmediatamente después entra a un
BC (BCBC), cuando sale de un BC y entra a un BA
(BCBA), cuando sale de un BAy entra aun BC (BABC)
y cuando sale de un BA y entra a otro (BABA). Estas
transiciones componen las entradas a los brazos de
manera que: EBC =BCBC + BABC; y EBA=BABA +
BCBA. Como parametro extra se analiz6 la latencia de
la primera entrada a los brazos.

Analisis estadistico

Como analisis estadistico se realizd prueba t para los
PCETYy lalatencia; y ANOVA de dos vias no paramétrica
para las transiciones, con GRUPO x TRANSICION
como factores; seguida de comparaciones multiples
con la prueba de Bonferroni (post hoc). Para evaluar
la capacidad de discriminacion de las variables se
realizé un analisis del area bajo la curva ROC (Receiver
Operating Characteristic), usando como diagnostico la
primera entrada a los brazos (Dx0 = entré primero a
los BA y Dx1= entr6 primero a los BC). Finalmente
se realizaron correlaciones de Pearson con el fin de
establecer el grado de relacion entre los PCET'S. Se
establecio el nivel de significancia en p<0,05.

RESULTADOS

Se encontraron diferencias significativas para los
valores de EBA (p = 0,005), TBA (p = 0,004), TBC
(p = 0,002), %EBA (p < 0,001), %TBA (p = 0,004),
donde las ratas PEBA, mostraron menor TBC y mayor
EBA, TBA, %EBA y %TBA que las PEBC. EBC (p
= 0,652), TBAp (p = 0,482) y TBCp (p = 0,495) no
fueron significativamente diferentes entre grupos. Estos
resultados se muestran en la (Figura 1).
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Figura 1. A. Valores promedio + error estandar de TBA®* y TBC". B. Valores promedio + error estandar de EBA® y EBCY. C.
Valores promedio + error estaindar de TBAp¢ y TBCp'. D. Valores promedio + error estindar de %TBA?y %EBA". * Diferencias

significativas entre grupos. Significancia de 0,05. ® TBA: Tiempo de permanencia en los brazos abiertos; ® TBC: Tiempo de

permanencia en los brazos cerrados; ¢ EBA: Entradas en los brazos abiertos; ¢ EBC: Entradas en los brazos cerrados; ¢ TBAp:
Tiempo promedio en los brazos abiertos; ‘TBCp: Tiempo promedio en los brazos cerrados; ¢ %TBA: Porcentaje de tiempo en los
brazos abiertos; " %EBA: Porcentaje de entradas en los brazos abiertos.

ANOVA de dos vias evidenci6 un efecto para el factor
TRANSICION (p < 0,001), pero no para el factor
GRUPO (p = 0,141); también se encontrd interaccion
entre los factores TRANSICION x GRUPO (p <0,001).
Se presentaron diferencias significativas entre grupos
para las transiciones BCBC (p = 0,001), BCBA (p =
0,014) y BABC (p = 0,014), pero no para BABA (p
= 0,196). No hubo diferencias significativas entre las
transiciones BCBC y BCBA (p = 1) y BCBC y BABC
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(p = 1) para el grupo PEBA, mientras que el grupo
PEBC present6 diferencias significativas entre BCBC
y BCBA (p < 0,001), y BCBC y BABC (p < 0,001).
Independiente del grupo, se presentaron diferencias
significativas de BABA respecto a BCBC (p = 0,008 en
PEBA, p < 0,001 en PEBC), pero no respecto a BCBA
0 BABC (p=0,203 en PEBA, p=0,138 en PEBC). Los
resultados se muestran en la (Figura 2).
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Figura 2. Valores promedio + error estandar de transiciones entre brazos (BCBC* — BCBA® — BABC¢ -~ BABAY). *
Diferencia significativa entre grupos en la misma transicion. # Diferencia significativa respecto a BCBC del mismo
grupo. Significancia de 0,05. *BCBC: Transicion entre brazos cerrados; " BCBA: Transicion de un brazo cerrado a un brazo
abierto; °BABC: Transicion de un brazo abierto a un brazo cerrado; {BABA: Transicion entre brazos abiertos.

La latencia de la primera entrada a los brazos fue
significativamente mayor para el grupo PEBA (p =
0,002). Los resultados se muestran en la (Figura
3). En la (Tabla 1) se consignaron los resultados
obtenidos del analisis del area bajo la curva ROC para
los PCET propuestos. Se encontrd que la seleccion de
la primera entrada a los brazos podria discriminar el
comportamiento de las variables TBA, TBC, %TBA,
EBA y %EBA después de 5 minutos de exploracion
libre, de modo que aquellas ratas que entraron primero a
los BA se caracterizarian con valores de TBA mayores a
70,39 s, con sensibilidad 0,43 y especificidad 1,00; con
valores de %TBA mayores a 27,15%, con sensibilidad
0,43 y especificidad 1,00; con valores de EBA mayores
a 7,00, con sensibilidad 0,43 y especificidad 0,96; con
valores de %EBA mayores de 30,77%, con sensibilidad
0,86 y especificidad 0,92. De igual forma, aquellas ratas
que entraron primero a los BC se caracterizarian con
valores de TBC mayores a 198,02 s, con sensibilidad
0,92 y especificidad 0,57. Se realizd un analisis
de correlaciones entre los PCET utilizando todos
los animales del experimento. La gran mayoria de
parametros obtuvieron correlaciones significativas,
excepto EBC que solo correlaciond significativamente

con TBCp, mientras que TBAp no correlaciond
con EBA, EBC, %EBA y TBCp. Los resultados se
consignaron en la (Tabla 2).

Latencia (s)

.
1 ‘ .
0

PEBA PEBC

Figura 3. Valores promedio + error estandar de latencia
de la primera entrada a los brazos. * Significativamente
diferente. Significancia de 0,05. PEBA: Primera entrada
a los brazos abiertos, PEBC: Primera entrada a los
brazos cerrados.
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Tabla 1. Resultados del analisis ROC: La tabla contiene los valores ROC (ROC), puntos de corte (VC. Menor, VC.
Mayor), sensibilidad (S), especificidad (E) y porcentaje de animales bien clasificados. Valores en negrita y fondo

gris corresponden a ROC > 0.7, S > 0,8 0 E > 0,88,

Segun el mayor niimero de casos bien clasificados

Variable ROC! VCi.Menor S E VC.Mayor S E % Bien clasif
TBA® 0,86 70,39 0,43 1 70,39 0,43 1 87,88
TBC® 0,85 198,02 0,92 0,57 198,02 0,92 0,57 84,85

%TBA® 0,86 27,15 0,43 1 27,15 0,43 1 87,88
EBA! 0,85 7 0,43 0,96 7 0,43 0,96 84,85
EBCe 0,56 2 1 0 2 1 0 78,79

%EBA 0,9 30,77 0,86 0,92 30,77 0,86 0,92 90,91

TBAp® 0,64 12,27 0,14 0,9 19,44 0 0,95 70,37

TBCp" 0,59 13,05 1 0 13,05 1 0 78,79

‘TBA: Tiempo de permanencia en los brazos abiertos; "TBC: Tiempo de permanencia en los brazos cerrados; ¢ %TBA: Porcentaje
de tiempo en los brazos abiertos; EBA: Entradas a los brazos abiertos; ¢ EBC: Entradas a los brazos cerrados; '%EBA: Porcentaje
de entradas a los brazos abiertos; ¢ TBAp: Tiempo promedio en los brazos abiertos; ' TBCp: Tiempo promedio en los brazos
cerrados; ' ROC: Receiver Operating Characteristic; ! VC: Valor de Corte.

Tabla 2. Correlacion de Pearson. Valores en negrita y fondo gris alcanzaron valores superiores a la significancia

de 0.05.

TBA TBC %TBA EBA EBC %EBA TBAp

TBC* -0,939

%TBAP 0,999 -0,947

EBA® 0,957 -0,908 0,954

EBC! 0,218 -0,342 0,226 0,253

%EBA® 0,882 -0,816 0,874 0,939 0,0314

TBApf 0,527 -0,457 0,518 0,301 -0,0721 0,282

TBCpe -0,422 0,548 -0,422 -0,446 -0,752 -0,361 -0,183

* TBC: Tiempo de permanencia en los brazos cerrados;® %TBA: Porcentaje de Tiempo en los brazos abiertos; *EBA: Entradas a
los brazos abiertos; EBC: Entradas a los brazos cerrados; ¢ %EBA: Porcentaje de entradas a los brazos abiertos; "'TBAp: Tiempo
promedio en los brazos abiertos; ¢ TBCp: Tiempo promedio en los brazos cerrados.

DISCUSION

Las entradas a los brazos cerrados no fueron
significativamente diferentes entre grupos, indicando
que las diferencias en los parametros EBA, TBA, TBC,
%EBA, %TBA no son consecuencia de un cambio en
la locomocion. Otros estudios han reportado que esta
tendencia locomotora en los BC permanece invariante
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para animales expuestos a una primera sesion en LCE
bajo iguales condiciones experimentales, a pesar de
encontrarse diferencias significativas para los otros
parametros, en ratas de la cepa Wistar con diferentes
niveles de ansiedad', e incluso comparando entre ratas
de distinta cepa’. La falta de correlacion de EBC con
todos los demaés parametros, excepto TBCp, concuerda
con lo reportado sobre su relacion con la actividad
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locomotora del animal, independiente de los estados de
ansiedad de los individuos®.

TBAp y TBCp no fueron significativamente diferentes,
lo que indica que el aumento en TBA para el grupo
PEBA corresponde a un aumento en EBA. Estos
resultados son consistentes con lo reportado en la
literatura?’. La disminucion en TBC para el grupo
PEBA podria corresponder a una leve disminucioén en
TBCp, aunque esta no fuera lo suficientemente grande
para notarse en el analisis de varianza, ya que EBC
permaneci6 invariante.

Se sugiere como explicacion de la preferencia de
algunas ratas en entrar primero a los BA que a los
BC, un analisis basado en el modelo computacional
desarrollado por Salum et al. '5, en el cual se propone
que la toma de decision sobre a cual zona entrar es una
competencia entre multiples elecciones representables
por valores numéricos, las cuales son ponderadas
por la rata. Estos valores son obtenidos a partir de la
ecuacion w = M — A, donde w representa la tendencia
por entrar, M la motivacién de explorar y A la aversion
asociada con una determinada zona. De acuerdo a esta
ecuacion, la eleccion de entrar primero a los BA, seria
probablemente el resultado de un nivel de motivacion
por explorar estas zonas mayor que la aversion
percibida por el animal y mayor que la motivacion
por explorar los BC en un primer instante. Lo anterior
expresado matematicamente corresponde a: M, > A,
y M;, > M,.. Ademas, si esta motivacién mas alta
se mantiene daria como consecuencia un mayor EBA
durante la sesion experimental, sin entrar a modificar
necesariamente TBAp, tal como se evidencia en
los resultados.

La variacion en EBA, la invarianza de TBAp, y la
falta de correlacion entre estos parametros, sugiere la
presencia de dos diferentes mecanismos aversivos que
al parecer actian de modo independiente: el primero
influye sobre la probabilidad de entrar a la zona
aversiva, en este caso, los BA, y se caracteriza a través
del parametro %EBA; mientras que la segunda influye
sobre el tiempo en que se tolera el estimulo aversivo,
en este caso, la permanencia en los BA caracterizada
a través del parametro TBAp. De hecho, TBAp no
correlaciona con ninguna variable exploratoria (EBA,
EBC, %EBA), sugiriendo una independencia de esta
variable con la actividad locomotora y el hasta ahora
reportado estado de ansiedad del animal. Posiblemente,
TBAp se relacione con un segundo estado de ansiedad
determinado por la resistencia del animal a la presencia
del estimulo aversivo, medida por el lapso que
permanece en los BA.

De manera contraria a lo que se pensaria, basados
en lo expuesto anteriormente, TBCp si correlaciona
con las variables exploratorias (EBA, EBC, %EBA),
lo cual, junto con la falta de correlacion entre TBCp
y TBAp, sugiere una diferencia en los mecanismos
que producen los tiempos de permanencia en los BC
respecto a los BA.

La diferencia significativa entre las transiciones BCBC
y BCBA para el grupo PEBC, indica que la rata cada
vez que sale de un BC y toma la decision de si entrar
a un BA o a un BC, lo hace de modo que prefiere los
BC sobre los BA; mientras que para el grupo PEBA, la
seleccion entre brazos es mas homogénea'®. Asimismo,
el analisis cuantitativo ilustrado en la Fig. 2 sugiere una
compensacion entre las transiciones BCBA 'y BCBC, de
modo que cuando BCBA aumenta, BCBC disminuye
y viceversa, por lo cual se mantiene la invarianza en
EBC, tal como se report6 en los resultados.

Las latencias de la primera entrada a los brazos,
mostraron que las ratas del grupo PEBC deciden
mucho mas rapido a cual brazo entrar que las del grupo
PEBA. Esta rapidez en la decision pone en evidencia
una ausencia de conflicto en las ratas del grupo PEBC,
producto de su baja probabilidad de entrar a los BA,
dando como unica opcion la entrada a los BC, mientras
que las ratas del grupo PEBA, al presentar una mayor
preferencia a arriesgarse a explorar los BA, sin dejar de
lado la atraccion por permanecer en una zona segura
(BC), les toma un poco mas de tiempo decidir a cual de
los brazos entrar primero, dando como consecuencia, la
eleccion de los BA.

Ademas de la utilidad que presentan estos resultados para
el entendimiento de los fendmenos presentes durante la
exploracion de ratas en LCE, se propone la aplicacion
del conocimiento desarrollado a partir de este analisis
para retroalimentar los modelos computacionales
propuestos por Salum et al. '* y Giddings y Stephenson
2, en los cuales la eleccidn inicial de entrada a los
brazos no parece influir en el posterior desarrollo de
la exploracion. Los autores de este articulo consideran
indispensable para el avance del conocimiento en esta
area el desarrollo y mejoramiento de modelos teoricos
que permitan condensar y conceptualizar los datos
experimentales, siendo parte de estos modelos los
desarrollos computacionales!>?%%,

Finalmente, es posible concluir que los parametros EBA
y %EBA permiten atribuir diferencias entre los grupos
PEBA y PEBC para el nivel de riesgo de entrar a una
zona aversiva, siendo menor para el grupo PEBA, mas
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no para el tiempo de permanencia en que ese estimulo se
tolere, como lo sugiere TBAp. De igual forma, a partir
de las diferencias significativas para %EBA y %TBA,
se concluye que las ratas que entraron primero a los
BA (PEBA) presentan un nivel de ansiedad menor que
aquellas que entraron primero a los BC (PEBC). Luego,
la primera decision de entrar a los brazos del laberinto
es un evento predictor de la evolucion exploratoria de
la rata cuando esta es expuesta al LCE por 5 minutos,
y que permite discriminar entre ratas con distintos
niveles de ansiedad, sugiriéndose como variable
discriminatoria %EBA, basdndose en su alto valor
ROC (0,90), sensibilidad (0,86), especificidad (0,92)
y porcentaje de bien clasificados (90,91%)'3, la cual
permite predecir que los animales que primero entren a
los BA obtendran valores superiores a 30,77% para esta
variable, mientras que los animales que entren primero
a los BC obtendran valores inferiores a este. Es por esto
que se propone la primera entrada a los brazos como
un método mas, entre los actuales ya explorados, para
la clasificacion de ratas en funcion de las diferencias
individuales bajo dos niveles de ansiedad, uno alto y
OtI‘O baj09,]0,ll,]2,13'
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