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RESUMEN

El miedo es un mecanismo de defensa esencial para la supervivencia que nos
permite alejarnos del peligro. Sin embargo, cotidianamente nos encontramos
con situaciones en las que es necesario enfrentar un peligro para obtener algo
gue deseamos, es decir inhibir activamente nuestro miedo para obtener una
recompensa. A pesar de la importancia de este fenomeno psicolégico se
desconocen los mecanismos conductuales y cerebrales que lo hacen posible.
En el presente trabajo se desarrolld6 una novedosa tarea conductual para
estudiar este fenomeno en ratas de laboratorio. Nuestra tarea conductual
implica presentar a los animales un conflicto motivacional: comer a pesar del
miedo. Para esto, disefiamos un aparato automatizado y programable que
consiste en una caja rectangular dividida en tres zonas: una zona peligrosa en
donde los animales asociaron un sonido con una descarga eléctrica en las
patas (condicionamiento clasico al miedo) y dos zonas seguras en donde
asociaron una luz con la disponibilidad de comida al presionar una palanca
(condicionamiento instrumental). En ratas bien entrenadas a discriminar ambos
estimulos condicionados (apetitivo y aversivo), probamos si los animales son
capaces de inhibir su miedo al cruzar por la zona peligrosa para obtener
comida en la zona segura. Esto supone un desafio conductual en donde la rata
tiene que elegir entre su miedo a una experiencia peligrosa 0 su motivacion
apetitiva para obtener una recompensa. Después de diversas modificaciones a
los parametros de entrenamiento y discriminacion, logramos estandarizar un
protocolo conductual donde la mayoria de las ratas lograron inhibir su miedo
activamente para obtener la recompensa. Este modelo animal, sin antecedente,
nos permitira estudiar confiablemente los mecanismos conductuales y

cerebrales de la inhibicién activa del miedo en busca de recompensas.
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CAPITULO I
ANTECEDENTES

1.1 Miedo

Recuerde una situacion en la que haya sentido que su bienestar peligra.
Por ejemplo, piense en la primera vez que escuchd un fuerte trueno afuera de
su casa 0 en la primera vez que tuvo que hablar frente a un publico. En tales
situaciones, es posible que haya sentido varios cambios en su cuerpo y en su
manera de actuar. Probablemente su corazén comenzé a latir mas rapido, sus
manos comenzaron a sudar, y sus sentidos estuvieron mas despiertos que
nunca. Es posible que, ante tales situaciones, usted se haya quedado
paralizado unos cuantos segundos, o bien que haya salido corriendo

despavoridamente.

Lo descrito anteriormente son ejemplos claros de un fenbmeno natural
gue ocurre en la mayoria de los animales, denominado miedo. El miedo es
definido como un mecanismo de defensa que se produce ante la posibilidad de
una amenaza o peligro inminente (Kim and Jung 2006, Johansen, Cain et al.
2011); es parte de una estrategia universal de supervivencia que nos permite
responder de manera adecuada ante las condiciones del ambiente (Pape and
Pare 2010, LeDoux 2012).

El miedo se caracteriza por la manifestacion de respuestas activas y
pasivas, en donde se ven involucrados diferentes sistemas fisiolégicos y
conductuales. Las respuestas pasivas tienen que ver con la inmovilizacion de
los animales ante el peligro, y se expresan acompafiadas de la inhibicion del
sistema autonomo (hipotension y bradicardia), asi como de la activacion de las
respuestas neuroendocrinas (liberacion de hormonas del eje hipotadlamo-
hipofisis adrenal). Por su parte, las respuestas activas son aquellas que
involucran el escape y la evitacion del peligro y se encuentran mediadas por la
activacion simpética del sistema auténomo (hipertension, taquicardia) (LeDoux
2000, Steimer 2002).



Si bien el miedo se expresa de manera innata ante cualquier estimulo
naturalmente peligroso, existen mecanismos conductuales y cerebrales que
permiten que pueda aprenderse. Es decir, los animales tienen la capacidad de
usar los estimulos del ambiente como luces, sonidos, olores y contextos, para
determinar si se encuentran en peligro. Con lo cual, pueden responder de
manera anticipada ante las amenazas del ambiente y aumentar sus
probabilidades de supervivencia (Johansen, Cain et al. 2011, Orsini and Maren
2012). Los miedos aprendidos son los que mas se expresan en los animales,
por lo que, en éste trabajo se abordara el tema del miedo en condiciones en

donde hay un aprendizaje de por medio.

1.2 Generacion del miedo aprendido

En 1890 el fisidlogo Ivan Pavlov descubrié que los animales son capaces
de predecir la aparicion de eventos de importancia biolégica, a través de las
sefiales ambientales que les preceden (Tarpy and Bourne 1982). En sus
experimentos, Pavlov utilizaba perros con una fistula implantada en la boca
para medir la cantidad de saliva y les presentaba dos diferentes estimulos: el
primer estimulo era el sonido de un metronomo, Yy el segundo estimulo la
presentacion de comida (Pavlov and Anrep 1927). La comida naturalmente
provocaba la salivacion de los perros y siempre se presentaba inmediatamente
después del sonido del metrénomo. Después de repetir varias veces la
presentacion del metronomo seguido de la exposicion de la comida, Pavlov
observé que el sonido del metronomo por si solo provocaba que los perros

salivaran en anticipacion a la comida (Domjan, Grau et al. 2010).

El sonido del metronomo fue referido por Pavlov como un Estimulo
Condicionado (EC), debido a que dependia de la presentacién de la comida
para provocar la salivacion de los perros. Mientras que, la comida fue referida
como un Estimulo Incondicionado (EI) porque éste provocaba naturalmente la
salivacion de los perros; no dependia de ningun otro estimulo para provocar la
saliva. La salivacion que fue provocada por el metronomo se denomind
Respuesta Condicionada (RC), y se llamo6 Respuesta Incondicionada (RI) a la
salivacion provocada de manera natural por la comida (Domjan, Grau et al.
2010).



Lo descrito anteriormente es un mecanismo conductual que puede ser
adquirido por la mayoria de los organismos, denominado condicionamiento
clasico o pavloviano. Este mecanismo conductual ocurre cuando dos estimulos
diferentes (EC-EI) se presentan de manera simultdnea y logran asociarse a tal
punto que el primero (EC) predice la ocurrencia del otro (El). La asociacion del
EC con el El, resulta en que las respuestas naturales generadas por el El
puedan ser provocadas por la sola presencia del EC. Gracias al
condicionamiento clasico los animales pueden responder y adaptarse a los
eventos proximos a ocurrir, basados en la experiencia (Parkinson, Cardinal et
al. 2000, Domjan, Grau et al. 2010).

Existen dos reglas fundamentales que permiten que el condicionamiento
clasico se adquiera de manera exitosa: la contiglidad y contingencia de los
estimulos. La relacién de contigliidad se refiere a la temporalidad cercana con
qgue ocurre la presentacion del El después de la ocurrencia del EC, lo cual,
permite que ambos estimulos logren asociarse (Tarpy and Bourne 1982,
Chance 2003). Por su parte, la regla de contingencia se refiere a la alta
probabilidad que tiene el EI de ocurrir durante el EC y a la comparada con la
baja probabilidad de su ocurrencia en ausencia del EC (Rescorla 1968,
Mackintosh 1994). La importancia de la regla de contingencia fue establecida
gracias a los experimentos realizados por Rescorla en 1968, en donde
descubrié que cuando un El se presenta con la misma probabilidad en
presencia y ausencia de un EC hay una baja adquisicion de la RC en los
animales. Mientras que, si el El se presenta con una alta probabilidad en
presencia del EC y con una baja probabilidad en ausencia del mismo los
animales muestran altos niveles de adquisicion de una RC (Rescorla 1968). De
modo que, para que un EC se vuelva un buen predictor de un El no sélo es
necesario que se presenten de manera contigua sino que ademas, el El debe
presentarse con mayor probabilidad durante el EC que en cualquier otro

momento.

Hoy en dia el condicionamiento clasico es uno de los modelos mas
utilizados para estudiar los mecanismos cerebrales del aprendizaje y la

memoria en diferentes organismos, que van desde animales invertebrados
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hasta los humanos (Pearce 1997). Gracias al condicionamiento clasico los
investigadores han podido estudiar como los animales aprenden a responder a
los estimulos del ambiente, no sélo aquéllos que predicen un evento apetitivo
como la comida, sino también aquéllos que aseguran la proximidad de un

evento aversivo; como se vera a continuacion.

1.2.1 Adquisicion del miedo aprendido

Sobre los principios béasicos del condicionamiento clasico, muchos
investigadores se interesaron por el estudio asociativo de respuestas
emocionales como el miedo. En estos estudios suelen utilizarse estimulos
naturalmente aversivos para condicionar a los animales a diferentes estimulos
ambientales que son asociados como peligrosos. A este tipo de procedimiento
se le denomina condicionamiento al miedo y es un paradigma conductual
utilizado para el estudio de la adquisicidon y regulaciéon de las memorias de
miedo (LeDoux 2000).

En los experimentos tipicos de condicionamiento al miedo se utilizan
animales pequefios, como los roedores, para ser condicionados en cajas
experimentales como la que se muestra en la figura 1.1. En estas condiciones,
un estimulo neutro (EN) como un tono, una luz, o sefiales contextuales se
utiliza como EC; mientras que, como EI se utiliza una breve descarga eléctrica
en las patas de los animales (Domjan, Grau et al. 2010). Para realizar el
condicionamiento al miedo, en un inicio los animales son colocados en la caja
de condicionamiento sin la presentacion de ningun estimulo para que los
animales se habitien al contexto (Figura 1.1A). La adquisicion del
condicionamiento al miedo ocurre con la presentacion repetida de un tono (EC)
seguido de la entrega de una descarga eléctrica (El) (Figura 1.1B). La
presentacion repetida del EC y el El provoca que los animales aprendan que el
EC predice la ocurrencia del El, es decir, que el tono predice la descarga
eléctrica. Asi, un dia después, durante una prueba del condicionamiento al
miedo la sola presentacion del EC (Figura 1.1C) provoca respuestas de
defensa condicionadas (RC) que de manera innata los animales presentan ante
la anticipacion de estimulos aversivos (Blair, Sotres-Bayon et al. 2005, LeDoux
2012).



Habituacion B. Condicionamiento

Inmovilizacién (%)

oo oo
Sin Estimulacion EC +El EC

Figura 1.1. Adquisicion del miedo condicionado. Se utiliza un tono como EC y una descarga
eléctrica como El. A) Habituacion. Los animales son colocados en una caja experimental de
condicionamiento y sin ningun estimulo. B) Adquisicion del condicionamiento al miedo. Se
presenta de manera repetida el EC seguido de la presentacion del El (5 presentaciones). C)
Prueba del condicionamiento al miedo. Una sola presentacion del EC provoca respuestas de
defensa condicionadas como la inmovilizacién. La inmovilizacion es la total inactividad del
cuerpo durante la presentacion de un EC. Se representa como porcentaje de inmovilizacién con
respecto al tiempo en que se presentd el EC. D) Porcentaje de inmovilizaciéon durante la
habituacion del Condicionamiento. Antes de la presentacion de los estimulos los animales
muestran bajos niveles de inmovilizacion. E) Porcentaje de inmovilizacion durante la
adquisicion del condicionamiento. El porcentaje de inmovilizacion incrementa progresivamente
conforme se presenta de manera repetida la relacion EC-EI. F) Porcentaje de inmovilizacion
durante la prueba del condicionamiento. Niveles altos del porcentaje de inmovilizacién se
mantienen cuando solo el EC es presentado.

La conducta de defensa que mas se ha estudiado en el condicionamiento
al miedo es la inmovilizacion de los animales. La inmovilizacién es definida
como la total inactividad del cuerpo (salvo la respiracién) y la ausencia de
movimientos de las vibrisas asociadas con el olfato (Domjan, Grau et al. 2010).
Comunmente se representa en porcentaje (%) de inmovilizacion con respecto
al tiempo de presentacion del EC, en donde se considera un condicionamiento

eficaz cuando existen altos porcentajes de inmovilidad; es decir mayor tiempo
9



de inmovilizacion de los animales durante el EC. Antes del condicionamiento,
durante la habituacion, los animales expresan bajos niveles de inmovilizacion
(Figura 1.1D), la cual aumenta progresivamente conforme avanza la
adquisiciéon del condicionamiento al miedo; siendo hasta el final del
entrenamiento en donde se observan sus mayores niveles (Figura 1.1E). Los
altos niveles de inmovilizacion vuelven a expresarse cuando el EC es
presentado sin el EIl, en una prueba de condicionamiento al miedo (Figura
1.1F). De modo que, la inmovilizacion es un parametro con el cual puede
decirse gue los animales aprendieron eficazmente a asociar el tono como una

sefal de un evento aversivo.

Otra manera de medir la respuesta conductual del miedo durante el
condicionamiento al miedo es mediante el procedimiento de Supresion
Condicionada (SC). En este procedimiento, se entrena a los animales antes del
condicionamiento a presionar una palanca para obtener comida. Una vez que
los animales presionan la palanca a un ritmo constante, se realiza el
condicionamiento al miedo. A medida que los animales adquieren el miedo
condicionado suprimen la conducta de palanqueo, reemplazédndola por la
inmovilizaciéon ante el EC. La medida de la eficacia del condicionamiento al
miedo es el grado en que el EC reduce la presion de la palanca. De modo que,
cuanto menor sean las presiones de la palanca durante el EC, mas efectiva se
considera la adquisicion del condicionamiento al miedo (Pearce 1997, Domjan,
Grau et al. 2010). Mediante la SC los investigadores se aseguran de que la
conducta de inmovilidad se deba uUnicamente a la asociacién EC-EIl, y no a

otras posibles variables que involucren la motricidad o motivacion del animal.

Un aspecto importante del condicionamiento al miedo es que la RC que se
presenta después de la asociacion EC-El es de naturaleza innata, es decir,
los animales no tienen que aprender a realizarlas. Lo que realmente se
aprende durante el condicionamiento al miedo es una asociacion que permite
gue un EN advierta un peligro, para asi responder de manera anticipada ante
un peligro real (LeDoux 2012). Actualmente el condicionamiento al miedo es
el principal paradigma conductual para estudiar el aprendizaje del miedo, ya

gue es un procedimiento conductual facil de implementar y que permite la
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rapida y duradera adquisicion de las memorias de miedo (Steimer 2002).
Gracias a este paradigma conductual, hoy en dia no solo se ha estudiado los
mecanismos conductuales del miedo sino que ademas, se ha podido explorar

los substratos cerebrales que permiten el aprendizaje y expresion del miedo.

1.2.2 Mecanismos cerebrales del miedo condicionado

El estudio de los mecanismos cerebrales del miedo comenzé gracias a los
estudios realizados por Kluver y Bucy (1937), en donde observaron que monos
con una ablacion del lobulo temporal redujeron su miedo natural a las
serpientes (Kliver and Bucy 1937). A partir de este descubrimiento Weiskrantz
(1956) lesiono diferentes estructuras que se ubican dentro del Iébulo temporal
y descubri6é que la amigdala fue la estructura cerebral que permitio la reduccion

del miedo en los monos de Kluver y Bucy (Weiskrantz 1956).

Actualmente, la evidencia experimental de diferentes manipulaciones
farmacoldgicas y neurofisiolégicas ha demostrado que la amigdala es la
estructura cerebral que permite la adquisicion y expresion de las memorias de
miedo (Maren and Quirk 2004). En estudios en donde se ha lesionado por
completo la amigdala, se ha encontrado una notable disminucion de la
respuesta de inmovilizacion en animales previamente condicionados
(Blanchard and Blanchard 1972, Kim, Rison et al. 1993). Asi mismo, se ha
observado que la inactivacion temporal de gran parte de la amigdala disminuye
significativamente la inmovilizacion de los animales durante el entrenamiento y
prueba del condicionamiento al miedo (Helmstetter and Bellgowan 1994, Muller,
Corodimas et al. 1997). De modo que, la amigdala juega un importante papel

en el condicionamiento al miedo.

La amigdala es una estructura subcortical que recibe informacién
principalmente del talamo, la Corteza Prefrontal (CPF), e Hipocampo (Hipp) y a
su vez, manda informacion a estructuras cerebrales que regulan las respuestas
de miedo (Kim and Jung 2006). La amigdala se encuentra conformada por
aproximadamente 12 regiones o nucleos celulares, siendo la amigdala
Lateral (LA), la Basal (BA) y la central (CE) las regiones mas relevantes para el

condicionamiento al miedo (LeDoux 2000). Dentro de la amigdala, el

11



procesamiento de informacion del condicionamiento al miedo sucede de la
siguiente manera: la asociacion del tono y la descarga eléctrica convergen
dentro de la LA, que de manera directa o indirecta, a través de la BA, se
comunica con la CE. Por su parte, la CE controla la expresion del miedo al
enviar informacién a areas especificas que se encargan de desencadenar las
respuestas del miedo; como la materia gris periacueductual (GPA) que permite

la inmovilizacion (Maren and Quirk 2004, Sotres-Bayon, Cain et al. 2006).

Recientemente, se ha encontrado que la expresion del miedo también
puede ser regulada por la actividad de la corteza Prefrontal Medial (CPFm);
especificamente por la region Prelimbica (PL) que se sabe conecta de manera
reciproca con la BA (Vidal-Gonzalez, Vidal-Gonzalez et al. 2006, Sotres-Bayon
and Quirk 2010). En un estudio en donde se inactivd de manera temporal la
corteza PL se encontrd que los animales, previamente condicionados al miedo,
expresaron un menor porcentaje de inmovilizacién durante la prueba del
condicionamiento (Sierra-Mercado, Padilla-Coreano et al. 2011). Mientras que,
otro estudio demostro que la estimulacion de la PL aumenta significativamente
el porcentaje de inmovilizacion en animales condicionados (Vidal-Gonzalez,
Vidal-Gonzalez et al. 2006); sugiriendo que la corteza PL participa activamente
en la expresion de las memorias de miedo. En conjunto, el mecanismo cerebral
gue permite que los animales adquieran y expresen las memorias de miedo
depende de la comunicacion entre areas corticales como la region PL de la
CPF y regiones subcorticales como la Amigdala y la GPA; como se muestra en

la figura 1.2.
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Figura 1.2. Mecanismos cerebrales del miedo condicionado. La amigdala es la
region cerebral que permite la adquisicion y expresion del miedo condicionado. Dentro
de la amigdala la asociacion del EC (tono) y El (descarga eléctrica) convergen en la
LA, que de manera directa o indirecta, a través de la BA, manda la informacion a la
CE. La CE regula las respuestas de miedo al comunicarse con la GPA, quien permite
la expresion de la inmovilidad. La region PL de la CPF también regula la expresién del
miedo al comunicarse de manera reciproca con la amigdala, especialmente con la
BA.

1.3. Inhibicion del miedo aprendido

El estudio del condicionamiento al miedo nos ha permitido conocer los
mecanismos conductuales y cerebrales que permiten que los animales
aprendan a detectar el peligro y responder de manera anticipada ante éste. Sin
embargo, la expresion del miedo no siempre es adecuada. El miedo puede
presentarse de manera exagerada o en situaciones en las que ya no es
necesario; por lo que, su expresion debe ser regulada. La manera en como se
inhibe el miedo es mediante la extincion, un fendmeno que ocurre cuando un
EC se presenta repetidamente en ausencia del El; provocando que las RC se
debiliten (Pavlov and Anrep 1927). En los animales condicionados a un tono, la
adquisiciébn de la extincion ocurre cuando el tono (EC) es presentado
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repetidamente en ausencia de la descarga eléctrica (El). La presentacion
repetida sélo del EC provoca que la inmovilizacién (RC) disminuya de manera
progresiva (Figura 1.3A y 1.3B). La disminucion de la inmovilizacién
condicionada al tono, puede observarse un dia después, si el tono vuelve a
presentarse sin la descarga eléctrica durante una prueba de extincion (Figura
3.B y 3.D). Asi, durante la extincion del miedo condicionado, los animales
aprenden que un estimulo previamente asociado con un evento aversivo ya no
es peligroso (Marek, Strobel et al. 2013).

A.

Extincion

Inmovilizacién (%)
Inmovilizacién (%)

i B

EC EC

Figura 1.3. Inhibicién pasiva del miedo condicionado. El miedo aprendido se inhibe
mediante un proceso llamado extincion. En la extincién se presenta de manera
repetida el EC en ausencia del El, provocando que las RC se debiliten. A) Adquisicién
de la extincién. La extincion del miedo ocurre cuando se presenta repetidamente el EC
en ausencia del El. B) La inmovilizacién deja de presentarse de manera progresiva a
través del entrenamiento de extincion. C) Prueba de extincion. EI EC vuelve a
presentarse en ausencia del El. D) El decremento de la inmovilizacion vuelve a
observarse durante la prueba de la extinciéon, cuando se presenta solo el EC.
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Durante mucho tiempo se explico el proceso de extincion como un fenémeno
de olvido o borrado de la memoria del condicionamiento, sin embargo, hoy en
dia es bien aceptado la existencia de una nueva memoria que inhibe la
expresion de la memoria previa del condicionamiento (Bouton 2004, Domjan,
Grau et al. 2010). La evidencia de que la extinciéon consiste en la adquisicion de
un nuevo aprendizaje radica en que después de la extincion, el miedo puede
recuperarse con el paso del tiempo, al modificar el contexto en donde se
adquirié la extincion, o con la presentacién de un nuevo estimulo aversivo. Al
regreso del miedo después de un tiempo de haberse extinguido, se le conoce
como recuperacion espontanea. Mientras que, el regreso del miedo por
cuestiones contextuales y por la presencia de un estimulo aversivo, se le
conoce como renovacion y reinstalacion del miedo respectivamente (Bouton
2004). Los fenbmenos de recuperacion espontanea, renovacion y reinstalacion
del miedo demuestran que la extincion no puede ser consecuencia de un olvido
o borrado de memoria, sino mas bien de la adquisicibn de un nuevo
aprendizaje (Sotres-Bayon, Cain et al. 2006, Quirk and Mueller 2008). Asi
mismo, demuestran que la inhibicion del miedo mediante la extinciébn no es un

fendmeno permanente.

Otro aspecto importante sobre la extincion es que su adquisicion es un
proceso lento y gradual. Para que un animal aprenda que el tono condicionado
ya no predice la ocurrencia de la descarga eléctrica, son necesarias varias
repeticiones del EC en ausencia del El. De igual modo, durante la extincién los
animales no tienen que realizar ninguna accion especifica para inhibir el miedo;
sblo se ajustan a las condiciones del ambiente (que se presenten o no los
estimulos). Por lo que, la inhibicion del miedo mediante la extincion es un

fendbmeno pasivo que ocurre de manera gradual y temporal.

1.3.1 Mecanismos cerebrales de la inhibicion pasiva del miedo
Debido al importante papel que juega la extincién en la regulacion de las
memorias de miedo, se ha puesto gran interés sobre los mecanismos
cerebrales que permiten que un animal aprenda a inhibir su miedo a un
estimulo que ya no predice un peligro. La suficiente evidencia experimental ha
sugerido que en la inhibicién pasiva del miedo participan é&reas cerebrales
15



corticales y subcorticales, especialmente la amigdala y la CPFm (Sotres-
Bayon, Cain et al. 2006).

Dado que la actividad de la amigdala es crucial para el procesamiento de
informacion del condicionamiento al miedo, su participacion ha sido bastante
estudiada en la extincion (Sotres-Bayon, Bush et al. 2004). De hecho, se ha
encontrado que esta estructura participa tanto en la adquisicion y expresion de
la memoria de extincion (Sierra-Mercado, Padilla-Coreano et al. 2011). Otros
estudios han sugerido que especificamente la amigdala Basolateral (BLA), que
incluye a la LAy BA, regula la adquisicion de la extincion (Quirk and Mueller
2008).

La participacion de la CPF también ha sido evaluada en la extincion. En un
estudio reciente se realizo lo siguiente: en ratas que fueron condicionadas al
miedo se les lesiond la region Infralimbica (IL) de la CPFm y se les entreno en
un procedimiento de extincion. Se observdé que durante la adquisicién los
animales lesionados aprendieron eficazmente a inhibir su miedo al EC. Sin
embargo, durante la prueba de extincién, se observé que fueron incapaces de
recordar que el EC ya no predecia el El; es decir que el tono ya no predecia un
peligro. De modo que, se concluyé que la corteza IL es necesaria para la
expresion de la memoria de extincion; pero no para su adquisicion (Quirk,
Russo et al. 2000).

Lo anterior sugiere que para que un animal recuerde cuando un estimulo
ya no es peligroso, debe haber una eficiente comunicacién entre la amigdala y
la corteza IL. Como se observa en la Figura 1.4, se ha propuesto que esta
comunicacion es de tipo inhibitoria y estd mediada por la actividad que tiene la
IL sobre un grupo de neuronas inhibitorias que se encuentran en la amigdala;
llamadas islas intercaladas (ITC). Cuando un animal recuerda el entrenamiento
de extincion, las neuronas de la IL activa a las ITC. La activacion de las ITC
resulta en una inhibicién (en lugar de excitacién) de la CE, que a su vez inhibe
la actividad de la GPA; provocando una disminucién de la inmovilizacién

(Sotres-Bayon and Quirk 2010). De modo que, la inhibiciéon pasiva del miedo
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ocurre gracias a la inhibicion de la actividad de la amigdala mediada por la CPF
(Figura 1.4)

AMIGDALA

Inhibicion del
miedo

Figura 1.4. Mecanismos cerebrales de la inhibicion pasiva del miedo
condicionado. La comunicacién inhibitoria entre la regién IL de la CPFm, y la
Amigdala permite que los animales recuerden cuando un estimulo ya no predice un
evento peligroso. Especificamente, la IL activa a un grupo de neuronas inhibitorias
dentro de la Amigdala; denominadas ITC. Las ITC se comunican con la CE, quien a su
vez inhibe a la GPA; responsable de la inmovilizacién. Resultando en un decremento
de la respuesta de inmovilizacion y por ende en la inhibicién del miedo condicionado.

Actualmente, la extincién es el Unico mecanismo conductual que se ha
explorado para estudiar la inhibicion del miedo adquirido. La cual, como ya se
mencionod anteriormente, tiene la desventaja de ser un proceso que se adquiere
de manera pasiva, lenta y temporal. Otra forma en que se podria estudiar la
inhibicion del miedo podria ser de manera activa, en donde los animales

puedan realizar una accion especifica para inhibir las respuestas de miedo de
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manera inmediata y permanente. Sin embargo, se conoce muy poco de los
mecanismos conductuales y cerebrales que subyacen a la inhibicién activa del

miedo.

1.4 Evitacion del miedo aprendido

Hasta ahora se han descrito los mecanismos cerebrales y conductuales de
la expresién e inhibicion pasiva del miedo. En tales procedimientos, los
animales solo se ajustan de manera adecuada a la presentacién o ausencia de
los estimulos aversivos. Sin embargo, en la naturaleza, los animales también
pueden aprender a evitar el peligro. Este tipo de regulacién de miedo ha sido
estudiado mediante el empleo de tareas instrumentales de evitacion, en donde
la presentacion del estimulo aversivo depende completamente de la conducta
del animal (Kim and Jung 2006, Domjan, Grau et al. 2010, LeDoux 2012).

El estudio de la conducta de evitacion surgi6 como parte de los
procedimientos del condicionamiento clasico. Estos estudios fueron realizados
por primera vez por el psicologo Vladimir Bechterev, quien estaba interesado
en estudiar el aprendizaje asociativo en sujetos humanos. En sus
experimentos, Bechterev les pedia a los participantes que colocaran un dedo
sobre una bandeja de metal. A continuacion, les presentaba un estimulo de
alerta que podia ser un tono o una luz, seguido de la presentacion de una leve
descarga eléctrica. En las primeras presentaciones, los participantes
respondieron levantando el dedo rapidamente de la bandeja de metal al recibir
la descarga eléctrica. Después de pocos ensayos, los participantes
aprendieron a retirar el dedo en presencia del estimulo de alerta, evadiendo asi

la presentacion de la descarga eléctrica (Domjan, Grau et al. 2010).

El procedimiento conductual descrito anteriormente, ejemplifica una de los
factores mas importantes de la conducta de evitacion: la ejecucién de una
respuesta (retirar el dedo) para evadir la presentacion de un estimulo aversivo.
A este tipo conductas se les denomina respuestas instrumentales, y se
encuentran sujetas a un aprendizaje asociativo denominado condicionamiento

instrumental. Antes de abordar los mecanismos conductuales y cerebrales de
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la conducta de evitacion, se describira brevemente en qué consiste el

condicionamiento instrumental.

1.4.1 Condicionamiento Instrumental

Los analisis teoricos y de laboratorio del condicionamiento instrumental
comenzaron formalmente con el trabajo del psicélogo Edward Lee Thorndike
cuya intencion original era estudiar la inteligencia animal. En sus experimentos,
Thorndike utilizaba gatos privados de comida (hambrientos) y los encerraba en
cajas problema que €l mismo habia inventado. Afuera de las cajas problema
colocaba comida a la vista del animal, que podia ser ingerida por éstos
siempre y cuando lograran salir de la caja. Para lo cual, las cajas en su interior
tenian algun dispositivo que al ser accionado permitia el escape del animal (por
ejemplo, en algunas cajas, los gatos tenian que jalar de un aro pequefio para
abrir el cerrojo que bloqueaba la puerta). Es decir, dentro de las cajas
problema, los animales tenian que ejecutar una respuesta motora especifica
para salir y conseguir la comida (Tarpy and Bourne 1982, Feldman 1992,
Chance 2003, Domjan, Grau et al. 2010).

En un inicié Thorndike observé que los animales tardaban mucho tiempo
para realizar la respuesta correcta que les permitiria salir. Sin embargo, a
medida que los gatos fueron expuestos a esta tarea, observo que la habilidad
de los animales para abrir la caja aumentd progresivamente. Thorndike
interpretd estos resultados como el reflejo de una asociacion Estimulo-
Respuesta (E-R). Cuando un gato era colocado en la caja problema emitia una
variedad de respuestas tipicas de un animal, algunas de estas respuestas
resultaban en la apertura de la puerta. Estos escapes con éxito conducian al
aprendizaje de una asociacion entre los estimulos del interior de la caja y la
respuesta de escape. Conforme mas fuerte se hacia la asociacion entre los
estimulos de la caja y la respuesta de escape, mas rapido salian los animales
de la caja. Asi mismo, la consecuencia apetitiva de esta respuesta (obtener la
comida) fortalecia la asociacién entre los estimulos de la caja y esa respuesta
(Tarpy and Bourne 1982, Domjan, Grau et al. 2010). Gracias a sus
experimentos Thorndike postulo la Ley del efecto. La cual establece que si una
respuesta es seguida de un suceso satisfactorio (recibir comida) la asociacién
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E-R se fortalece. Mientras que, si la respuesta es seguida por un suceso
molesto (no recibir comida) la asociacion E-R se debilita, dicho de otro modo, la
conducta estd en funcibn de sus consecuencias (Tarpy and Bourne 1982,
Domjan, Grau et al. 2010).

Sobre los fundamentos establecidos por Thorndike, B.F. Skinner inicié una
serie de estudios que generarian un gran avance en la compresion del
aprendizaje y la conducta. A diferencia de los experimentos de Thorndike, en
donde una vez realizada la respuesta instrumental necesaria para abrir la caja
problema los animales recibian la comida (ensayos discretos), Skinner estaba
interesado en la observacion continua de la conducta del animal sobre su
ambiente (Feldman 1992, Chance 2003, Domjan, Grau et al. 2010).

En sus experimentos, Skinner utilizaba ratas hambrientas y cajas
experimentales (cajas de Skinner) equipadas con un dispensador de comida y
un comedero. Skinner colocaba a las ratas dentro de las cajas y dejaba caer
de manera automatica pequefias porciones de comida en el comedero.
Después de que una rata se acostumbraba al ruido del movimiento del
dispensador de comida y comia sin dificultad del comedero, Skinner instalaba
una palanca y observaba la conducta libre del animal. A medida que la rata
hambrienta exploraba su ambiente, de manera accidental presionaba la
palanca. A continuacion Skinner conecté la palanca al dispensador de comida,
de tal modo que, cuando la rata presionara la palanca consiguiera la comida

automaticamente (Domjan, Grau et al. 2010).

Al igual que Thorndike, Skinner observd que la conducta de presion de la
palanca aumentaba su frecuencia drasticamente conforme recibieron las ratas
el alimento (Mackintosh 1994, Chance 2003). Debido a que los animales
operaban libremente sobre el ambiente experimental, los procedimientos
conductuales ideados por Skinner son conocidos  actualmente como
condicionamiento operante; que es lo mismo que el Condicionamiento

Instrumental establecido por Thorndike (Domjan, Grau et al. 2010).

A pesar de que sus investigaciones estuvieron separadas temporalmente,

tanto Skinner como Thorndike observaron que las respuestas de un animal
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pueden fortalecerse o debilitarse segun sus consecuencias (Tarpy and Bourne
1982). El procedimiento que permite que una respuesta instrumental
incremente o se fortalezca, se conoce como reforzamiento. Mientras que, el
procedimiento que resulta en una disminucion o debilitamiento de la respuesta
instrumental se le conoce como castigo (Chance 2003, Domjan, Grau et al.
2010).

Existen dos tipos de reforzamiento, uno negativo y otro positivo. En el
reforzamiento positivo la respuesta instrumental produce un estimulo positivo o
apetitivo. Si el animal ejecuta la respuesta instrumental, el reforzador apetitivo
se presenta. Si no realiza la respuesta instrumental el estimulo apetitivo se
omite. Por lo que, existe una contingencia positiva entre la respuesta
instrumental y el estimulo apetitivo. Por su parte, en el reforzamiento negativo
la respuesta instrumental finaliza o previene la entrega de un estimulo
aversivo. Por lo que, existe una contingencia negativa entre la respuesta

instrumental y el estimulo aversivo (Chance 2003, Domjan, Grau et al. 2010).

En cuanto a los procedimientos que disminuyen una respuesta
instrumental, también existen dos tipos. Uno es el castigo positivo, en el que la
respuesta instrumental produce la entrega de un estimulo aversivo. Es decir,
existe una contingencia positiva entre las respuesta instrumental y el estimulo
resultante; pero el resultado siempre es un estimulo aversivo. Y el otro tipo es
el castigo negativo, 0 mejor conocido como entrenamiento por omision, en el
cual la respuesta instrumental impide la entrega de un estimulo positivo. En
este tipo de procedimientos esta implicada una contingencia negativa entre la
respuesta y el evento ambiental (Pearce 1997, Chance 2003, Domjan, Grau et
al. 2010). Para que un reforzamiento o un castigo sean positivos 0 negativos
depende completamente de la contingencia resultante entre la respuesta y el
resultado (estimulo apetitivo y aversivo). Por lo que, la contingencia puede ser
definida como aquello que se agrega (positivo) o no (negativo) al ambiente en
donde opera el animal y que permitira que una conducta incremente o se
debilite.
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Los trabajos de Thorndike y de Skinner son un ejemplo claro de
reforzamiento positivo. En donde la respuesta instrumental requerida era por
un lado jalar del aro para abrir el cerrojo y por otro, presionar la palanca.
Ambas respuestas instrumentales tenian como resultado la obtencion de un
reforzamiento positivo o apetitivo (comida). Por lo que, en ambos ejemplos, los
animales incrementaron la frecuencia con que ejecutaban la respuesta
instrumental. Esto es importante porque ahora pasaremos a explicar aquellas
respuestas conductuales que estan regidas por un procedimiento de
reforzamiento negativo, de las cuales hay dos tipos: escape y evitacion
(Silverman 1978, Domjan, Grau et al. 2010).

En el escape, la presentacion de un estimulo aversivo puede interrumpirse
si se realiza la respuesta instrumental. Mientras que, la evitacion implica la
programacion de un estimulo aversivo para ser presentado en algiin momento
en el futuro, en este caso la respuesta instrumental previene la entrega del
estimulo aversivo (Silverman 1978). Normalmente la respuesta de evitacion y
escape se pueden observar en un mismo procedimiento conductual, es decir,
para que ocurra la evitaciéon primero debe ocurrir el escape (Domjan, Grau et
al. 2010).

A continuacién se describiran detalladamente las diferentes tareas

instrumentales de evitacion que mas se han utilizado para estudiar el miedo.

1.4.2 Tareas instrumentales de evitacion

Evitacion pasiva

En este tipo de tareas, los animales aprenden que la presentacion de un
estimulo aversivo puede evitarse mediante la omision de una respuesta
especifica (Silverman 1978, Kim and Jung 2006). En un entrenamiento tipico
de evitacion pasiva se utiliza una caja rectangular dividida en dos
compartimentos, un compartimento oscuro y otro iluminado, que se encuentran
separados por una puerta pequeiia (Figura 1.5A). De manera natural, los

animales tienen una preferencia por las zonas oscuras, y una aversion por las
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zonas iluminadas. Por lo que, en la evitacion pasiva se pone en conflicto esta

preferencia innata de los animales (Levin and Buccafusco 2006).
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Figura 1.5. Evitacion pasiva. A) Los animales aprenden a omitir (entrar a un
compartimento oscuro) una respuesta para evitar la presentacion de un evento
aversivo (descarga eléctrica). Durante la adquisicion de la respuesta de evitacion, los
animales asocian una descarga eléctrica con un compartimento oscuro. Por lo que un
dia después, durante la prueba de la tarea, los animales evitan entrar al
compartimento oscuro. B) Tanto en la prueba como en la adquisicion, se mide el
tiempo en que tardan en entrar al compartimento oscuro (latencias de entradas) como
una medida de la conducta de evitacion. Si la latencia de entrada durante la prueba
(POST Descarga) es mayor que durante la adquisicion (PRE Descarga) se dice que el
animal aprendio la respuesta de evitacion pasiva.

La adquisicién de la conducta de evitacion pasiva, comienza cuando los
animales son colocados en el compartimento iluminado con la puerta cerrada;
por unos cuantos segundos. A continuacion, la puerta se abre y se toma el
tiempo en que el animal tarda en entrar al compartimento oscuro (latencias de
entradas). Una vez ahi, la puerta se cierra y se entrega una descarga eléctrica
de baja intensidad. De este modo, los animales asocian la zona oscura de
preferencia con un evento aversivo o peligroso. Para evaluar el aprendizaje de
evitacion (Prueba), un dia después, se coloca a los animales en la zona
iluminada y se evalla el tiempo en que tardan en entrar al compartimiento
oscuro; es decir, las latencias de entrada (Silverman 1978, Levin and

Buccafusco 2006). Si la latencia de entrada durante la prueba es mayor que
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durante la adquisicion, se dice que el animal aprendio la respuesta de evitacion

pasiva (Figura 1.5B).

En la tarea de evitacion pasiva, la contingencia negativa observada es la
no presentacion de la descarga eléctrica, lo cual, resulta en la adquisicion de la
respuesta instrumental de evitacion (no entrar al compartimento oscuro). El
inicio del entrenamiento de la evitacion pasiva puede ser también un ejemplo
de un procedimiento de castigo positivo, ya que la respuesta de entrar a la
zona oscura fue consecuente con la descarga eléctrica y por ende, el resultado
es el debilitamiento de la respuesta de entrar al compartimento oscuro.
(Domjan, Grau et al. 2010). De igual modo, en esta tarea, se ha reportado la
expresion de inmovilizacion en los animales al ser colocados en el
compartimento iluminado, lo cual, también podria explicar por qué los animales
no entran o tardan mas tiempo en entrar al compartimento oscuro (Levin and
Buccafusco 2006).

Evitacion activa

A diferencia de la evitacion pasiva, en donde los animales evitan la
descarga eléctrica mediante la ausencia o disminucién de una conducta motora
especifica (entrar a un compartimento oscuro), en la evitacion activa se
requiere de la realizacion de una respuesta motora especifica del animal para
evitar la presentaciéon del evento aversivo (Domjan, Grau et al. 2010). Existen
dos tipos de procedimientos de la evitacion activa: la evitacion activa

sefializada y la evitacion activa de operante libre.
v' Evitacién activa sefializada

En la evitacibn activa sefalizada los animales aprenden a evitar un
estimulo aversivo a través de la presentacién de una sefial o estimulo de alerta
(Levin and Buccafusco 2006). Los experimentos de evitacion realizados por
Vladimir Bechterev, de quien se hablé al inicio de este apartado, son un claro
ejemplo de este tipo de tareas. Hoy en dia, hay una mayor preferencia de los
investigadores por utilizar animales experimentales (como los roedores) y cajas
vaivéen para el estudio de la evitacion activa sefalizada. Las cajas vaivén

estdn conformadas por dos compartimentos idénticos, separados por una
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abertura a nivel del piso que le permite al animal entrar y salir en uno (evitacion
de un sentido) o dos sentidos (evitacién de dos sentidos); como se muestra en
la figura 1.6A y 1.6B. (Silverman 1978, Domjan, Grau et al. 2010).

A. B.

— +—p

Ensayode escape Ensayode evitacion

Respuestas de escape
Respuestas de evitacién

Tiempo Tiempo

Figura 1.6. Evitacion activa sefializada. Los animales evitan la presentacion de un
estimulo aversivo gracias a la presentacion de una sefal de alerta (EC). A) Caja
vaivén de un sentido. Los animales se mueven siempre hacia el mismo
compartimento para evitar la descarga eléctrica (El). B) Caja vaivén de dos sentidos.
Los animales cruzan de izquierda a derecha para realizar la respuesta de evitacion y
evitar la descarga eléctrica. C) Ensayo de escape. Al inicio del entrenamiento, los
animales cruzan hacia el otro compartimento una vez que ha iniciado la descarga
eléctrica. Por lo que, la respuesta de evitacion termina con la presentacion de la
descarga eléctrica (El). D) Ensayo de evitacion. Los animales cruzan hacia el otro
compartimento durante la presentacion del estimulo de alerta y antes de la
presentacion de la descarga eléctrica. Por lo que, la respuesta de evitacion previene la
presentacion de la descarga eléctrica. E) Representacién del decremento de las
respuestas de escape durante el entrenamiento de evitacion. F) Representacion del
incremento de las respuestas de evitacion durante el entrenamiento de evitacion activa
sefalizada.
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Al inicio de los experimentos de evitacion activa sefializada los animales
son colocados en algun lado de la caja vaivén. A continuacion un estimulo de
alerta, por ejemplo una luz o un tono, se presenta seguido de una descarga
eléctrica. Lo que el animal debe realizar, para evitar la descarga eléctrica, es
cruzar hacia el otro compartimento antes de que termine la presentacion del
estimulo de alerta. Asi, la presentacion del estimulo aversivo depende de que
el animal realice o no la respuesta de evitacion (cruzar hacia el otro
compartimento) durante la presentacion del estimulo de alerta (Silverman 1978,

Levin and Buccafusco 2006, Domjan, Grau et al. 2010).

En un inicio, los animales raramente responden acertadamente con la
respuesta de evitacion. Por lo general inician cruzando hacia el otro
compartimento una vez que ha comenzado la descarga eléctrica, lo cual, es
definido como un ensayo de escape (Figura 1.6C). Con el entrenamiento
continuo aprenden eficazmente a cruzar antes de la presentacion de la
descarga eléctrica, lo cual se denomina ensayo de evitacion (Figura 1.6D). De
esta manera, los animales pueden evadir durante toda una sesion de
entrenamiento la descarga eléctrica (Levin and Buccafusco 2006, Domjan,
Grau et al. 2010).

El desempefio de los animales en las tareas de evitacion activa del miedo,
comunmente se evalla midiendo el nimero de respuestas de evitacion y de
escape a través del tiempo. En donde se observa un incremento de las
respuestas de evitacion hacia el final del entrenamiento, mientras que, hay un
decremento de las respuestas de escape hacia el final del mismo (Figura 1.6E
y 1.6F).

v’ Evitacién activa de operante libre o no sefalizada

Anteriormente se describié la manera en que los animales aprenden a
evitar un evento aversivo, gracias a la presentacion de una sefial que lo
predice. Sin embargo, los animales también son capaces de evitar un evento
aversivo aun sin la presencia de un estimulo o sefial que lo prediga. Este tipo

de respuestas han sido estudiadas mediante tareas conductuales de evitacion,
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denominadas de operante libre o no sefializadas (Silverman 1978, Fernando,
Urcelay et al. 2014).

Las tareas de evitacion de operante libre fueron introducidas por Murray
Sidman en 1953 (Mazur 2006) y suelen realizarse comiunmente en cajas de
Skinner como se muestra la figura 1.7A. En este tipo de tareas se utiliza una
descarga eléctrica como estimulo aversivo y la respuesta tipica de evitacion
consiste en la presion de una palanca. En una sesion de entrenamiento de
operante libre, por lo general, la descarga eléctrica se programa para que
ocurra siempre en un tiempo fijo; por ejemplo cada 5 segundos. Cada vez que
los animales realizan la respuesta de evitacion, presionar la palanca, obtiene
un periodo de seguridad mayor que el periodo de la descarga por ejemplo 15
segundos. La repeticion de la respuesta de evitacion antes de que finalice el
periodo, permite el reinicio de la etapa de seguridad una y otra vez. De este
modo, los animales pueden evitar la descarga eléctrica durante toda una

sesion de entrenamiento (Silverman 1978, Chance 2003).

A.
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Figura 1.7. Evitacidn activa de operante libre. A) Caja de Skinner en donde se
entrena a los animales. Se utiliza una descarga eléctrica como estimulo aversivo y
como respuesta de evitacion la presién de una palanca. B) Procedimiento de un
entrenamiento de evitacion de operante libre. Se utilizan dos intervalos fijos de tiempo
para entrenar a los animales. Un intervalo entre descargas, que se presenta en
ausencia de la respuesta (E-E) y un intervalo entre la respuesta de evitacion y la
siguiente descarga programada (E-R). La respuesta de evitacién ocurre entre los
intervalos R-E para evitar que se presenten las descargas eléctricas.
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Asi, en la evitacion de operante libre se utilizan dos intervalos fijos de
tiempo para entrenar a los animales. Uno de ellos es el intervalo entre
descargas en ausencia de la respuesta, denominado E-E (descarga-
descarga); es decir, cuando ocurre la descarga. El otro periodo importante es
el intervalo entre la respuesta de evitacion y la siguiente descarga eléctrica
programada, llamado intervalo R-E (respuesta-descarga) que permite la
ausencia de la descarga eléctrica (Figura 1.7B) (Silverman 1978, Domjan,
Grau et al. 2010).

En este tipo de procedimientos, al igual que en la evitacion activa
sefializada, también se utiliza la tasa de respuestas de evitacion (tasa de
palanqueo) como una medida de aprendizaje. Las cuales, se ha demostrado,
son sensibles a la duracién de los intervalos E-E y R-E. Entre mayor sea la
frecuencia con que se programa la descarga (intervalo E-E), mas probable es
gue los animales aprendan la respuestas de evitacién. De igual modo, el
incremento de los periodos de seguridad (intervalos R-E) también facilita la

adquisicion de la respuesta de evitaciéon (Domjan, Grau et al. 2010).

Los procedimientos de operante libre tienen la ventaja de que la respuesta
de evitacion sucede en cualquier momento del experimento, a diferencia de la
evitacion sefalizada en donde debe hacerse justo antes de terminar la
presentacion del estimulo de alerta (Silverman 1978, Tarpy and Bourne 1982,
Domjan, Grau et al. 2010). Sin embargo, la adquisiciébn de la respuesta de
evitacion suele ser mas dificil de entrenar (Domjan, Grau et al. 2010). La
evitacion no sefalizada también ha sido estudiada en las cajas vaivén descritas
anteriormente y en cajas de condicionamiento operante. Lo Unico que es
diferente en una tarea de la otra, es la ausencia o presencia de un estimulo que

prediga la ocurrencia el evento aversivo.

1.4.3 Teoria de los dos procesos y evitacion

Los mecanismos conductuales por los cuales los animales adquieren las
respuestas de evitacién han sido explicados por la teoria de los dos procesos,
postulada principalmente por Mowrer en 1947 (visto en Tarpy and Bourne

1982). La teoria de los dos procesos propone la participacion de dos
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mecanismos conductuales durante los entrenamientos de evitacion: el
condicionamiento clasico al miedo y el condicionamiento instrumental. El
condicionamiento clasico es activado por las asociaciones del estimulo de
advertencia (EC) con la descarga eléctrica (El), y ocurre en los primeros
ensayos en que el animal ain no aprende a realizar la conducta de evitacion.
Mientras que, el condicionamiento instrumental sucede cuando los animales
ejecutan por primera vez la respuesta instrumental de evitacion (cruzar al otro
lado o presionar una palanca) en los ensayos de escape, lo cual, estad
relacionado con el reforzamiento negativo que incrementa la respuesta de

evitacion (Mackintosh 1994, Moscarello and LeDoux 2013).

La teoria de los dos procesos en un entrenamiento de evitacion se explica
de la siguiente manera: al inicio del entrenamiento, los continuos ensayos de
escape permiten que la asociacién del EC y el El se fortalezcan y que el miedo
condicionado incremente. El incremento en el miedo permite que los animales
realicen la respuesta de escape antes de la presentaciéon de la descarga
eléctrica, provocando asi la respuesta de evitacion. La respuesta de evitacion a
su vez es reforzada por la terminacién del EC, la contingencia negativa, ya
gue esto provoca una reduccion del miedo (Tarpy and Bourne 1982). En otras
palabras, la conducta de evitacion ocurre gracias a la reduccion o inhibicion del
miedo que la respuesta instrumental permite al interrumpir la presentaciéon del
EC (Mazur 2006). De este modo, la teoria de los dos procesos propone una
dependencia mutua entre el condicionamiento clasico e instrumental, en donde,
el reforzamiento instrumental de la respuesta de evitacion no es posible hasta

gue el miedo se ha condicionado al EC (Domjan, Grau et al. 2010).

En los entrenamientos de evitacion activa sefializada es muy facil distinguir
el aprendizaje pavloviano e instrumental que propician la realizacion de la
respuesta de evitacion, pero ¢qué ocurre con los procedimientos de evitacion
en donde no existe una sefial que prediga la descarga eléctrica? La teoria de
los dos procesos también ha tratado de explicar qué refuerza la conducta de
evitacion en las tareas en donde no existe una sefial que prediga la descarga
eléctrica. Se ha propuesto que en éstos procedimientos los animales aprenden

a predecir la descarga eléctrica gracias a la temporalidad fija con que se
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presentan los intervalos E-E y R-E, es decir , el paso del tiempo funciona
como una sefal que predice la presentacion de las descargas eléctricas
(Herrnstein and Hineline 1966). El que el tiempo prediga la presentacion de la
siguiente descarga eléctrica provoca miedo en los animales, el cual, es
reducido si los animales realizan la respuesta de evitaciéon. Por lo tanto, las
sefiales temporales que predicen la descarga eléctrica pueden reforzar la
conducta de evitacion y cumplir la misma funciéon que cumple el EC en la
evitacion activa discriminada (Herrnstein and Hineline 1966, Domjan, Grau et
al. 2010).

A pesar de que la teoria de los dos procesos ha sido capaz de explicar
tanto la evitacion discriminada y de operante libre, esta teoria no ha podido
explicar del todo la conducta de evitacion. Muchos autores han sefialado que la
teoria de los dos procesos tiene graves problemas de predicciéon en cuanto a la
participacion del condicionamiento clasico al miedo. Por ejemplo, la teoria
predice que el reforzamiento de la respuesta de evitacion ocurre gracias a la
diminucion del miedo que produce el EC, por lo que, el miedo debe presentarse
con mayor fuerza durante la presentacion del EC y disminuir con la ejecucion
de la respuesta de evitacion (Chance 2003, Mazur 2006). Sin embargo, la
evidencia ha demostrado que la presentacion del EC deja de provocar miedo
en los animales conforme avanza el entrenamiento; cuestionandose qué es lo

gue realmente refuerza la respuesta de evitacion (Mazur 2006).

Asi mismo, otro de los errores que han cuestionado la participacién del
condicionamiento clasico es la poca o nula extincion que la respuesta de
evitacion tiene después de varios entrenamientos (Mazur 2006). De acuerdo
con los principios basicos del condicionamiento clasico, existe un debilitamiento
de la RC cuando el EC se presenta de manera repetida en ausencia del El. Por
lo que, en los entrenamientos de evitacion, la respuesta de evitacion deberia de
debilitarse después de varios ensayos en que ésta respuesta omitio la
presencia del El. Sin embargo, la mayoria de los estudios de evitacion han
observado una gran persistencia de la respuesta de evitacion después de

varios ensayos en que el El ya no se present6 (Solomon, Kamin et al. 1953); lo
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cual, ha cuestionado también la participacion del condicionamiento clasico en la

conducta de evitacion.

Debido a los problemas de prediccion que ha tenido la teoria de los dos
procesos se ha planteado una segunda teoria para explicar el fendmeno de
evitacion, la cual, es conocida como la teoria de un proceso. La teoria de un
proceso postula que solo el aprendizaje instrumental es necesario para adquirir
y mantener una respuesta de evitacion, siendo innecesaria la presencia de una

sefial que prediga la ocurrencia de la descarga eléctrica (Chance 2003).

Lo propuesto por la teoria de un proceso fue comprobado por un estudio
realizado por Herrtein y Hineline, en donde entrenaron a ratas a evitar una
descarga eléctrica que siempre se presenté bajo un promedio de diferentes
probabilidades y no en un tiempo fijo. Es decir, sin que el tiempo pudiera
predecir en qué momento se entregaria una descarga eléctrica. En una sesién
de entrenamiento, las ratas podian presionar una palanca y recibir en promedio
una descarga eléctrica cada 20 segundos; o bien, podian no presionar la
palanca y recibir en promedio cada 7 segundos la descarga. Asi, en algunos
ensayos la descarga podia presentarse después de que la rata presionara la
palanca, o no presentarse aun si la rata no presionaba la palanca. Los autores
encontraron que la mayoria de las ratas aprendieron a presionar y evitar las
descargas eléctricas, y que por ende el condicionamiento clasico no es
necesario para que se adquiera y mantenga una respuesta instrumental de

evitacion (Herrnstein and Hineline 1966).

A pesar de los errores de la teoria de los dos procesos actualmente sigue
vigente para explicar la conducta de evitacion, en la cual, basicamente los
mecanismos conductuales que permiten que un animal actue evitando o
escapando del peligro estan regidos por el aprendizaje de asociaciones
pavlovianas, que permite la deteccion de una situacion aversiva o peligrosa, y
de asociaciones del tipo instrumental que permiten la generacién vy
mantenimeinto de las respuestas activas de evitacién del peligro. A raiz de

estas interacciones se ha tratado de entender los subtratos cerebrales que
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permiten los mecanismos cerebrales de la evitacion del miedo, como se vera a

continuacion.

1.4.4 Mecanismos cerebrales de la evitacion del miedo

Debido a la participacion del condicionamiento clasico y condicionamiento
instrumental en las tareas de evitacion activa, los mecanismos cerebrales que
permiten la expresién del miedo y la busqueda de recompensas han sido
propuestos como posibles substratos cerebrales de la conducta de evitacion. A
continuacion, se describiran algunos de los estudios que demuestran la
participacion del circuito del miedo en la conducta de evitacion. Después se
explicaran algunos de los mecanismos cerebrales que permiten la deteccién y
busqueda de recompensas, para finalizar con su participacion en la conducta

de evitacion.

Mecanismos cerebrales del miedo vy evitacién

Como se describi6 anteriormente, el circuito cerebral que permite la
adquisicion y expresion del miedo condicionado esta regulado principalmente
por la amigdala y sus conexiones reciprocas con la CPF y con la GPA (ver
figura 1.2). La participacion de algunas de estas estructuras también se ha
explorado en las tareas instrumentales de evitacion, sobre todo en aquellas en
donde se utiliza un EC para seializar la ocurrencia del EI. De hecho, muchos
de los estudios que descubrieron el papel de la amigdala en el
condicionamiento al miedo fueron realizados utilizando tareas instrumentales
de evitacion activa. En varios de estos estudios, se encontré que la amigdala
es necesaria para que los animales realicen la respuesta instrumental de
evitacion (King 1958, Fonberg 1965).

Mas recientemente, se ha estudiado la participacién especifica de los
nacleos amigdalinos que permiten la adquisicion y expresion de la conducta de
evitacion. Por ejemplo, se ha encontrado que la LA y BA participan en la
adquisicién de esta respuesta instrumental, y que dafios en la CE facilitan la
adquisicion de la conducta de evitacidn en tareas instrumentales de evitacion
activa sefalizada (Lazaro-Munoz, LeDoux et al. 2010). También, se ha
encontrado que la conducta de evitacion esta regulada por la CPFm;
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especificamente por la regién IL, que como se describid, participa en la
inhibicion pasiva del miedo. En un experimento con ratas entrenadas en una
tarea de evitacion activa sefializada, a través de manipulaciones
farmacoldgicas e histoldgicas, se encontré que la corteza IL facilita la conducta
de evitacion al comunicarse de manera inhibitoria con la amigdala;
especificamente con la CE, que permite la expresion de respuestas pasivas

del miedo como la inmovilizacion (Moscarello and LeDoux 2013).

Mecanismos cerebrales de la recompensa v la conducta de evitacion

El mecanismo cerebral que permite que los animales detecten, predigan y se
aproximen a las recompensas ha sido estudiado mediante el condicionamiento
instrumental apetititvo (Cardinal, Parkinson et al. 2002). Como se menciond
anteriormente, el condicionamiento instrumental es un mecanismo conductual
gue permite a los animales aprender a asociar estimulos y acciones especificas
con la disponibilidad de recompensas. Utilizando el paradigma conductual del
condicionamiento instrumental, en los afios 50’s Olds y Milner entrenaron a
animales a presionar una palanca para recibir como recompensa una
estimulacién eléctrica en el cerebro. Se observé que algunas zonas cerebrales,
al ser estimuladas incrementaron abruptamente la respuesta instrumental de
palanqueo; por lo que, fueron llamados los centros del placer o del refuerzo del
cerebro (Olds and Milner 1954). Actualmente se sabe que los centros de placer
estdn conformados, en parte, por regiones cerebrales que forman parte del

sistema mesoencefalico dopaminérgico del cerebro (Carlson 2014)

El origen del sistema dopaminérgico tiene lugar dentro del area Tegmental
Ventral (ATV), que se localiza en el Mesencéfalo y se conecta principalmente
con el Nacleo Acumbens (NAcc). El NAcc forma parte del Estriado Ventral (EV)
y se ha definido como una estructura de interface entre el sistema motor y el
sistema limbico del cerebro (Mogenson, Jones et al. 1980). La evidencia
farmacologica ha demostrado que el circuito dopaminérgico que va del ATV
hacia el NAcc es el responsable de los efectos reforzantes de las
recompensas naturales como la comida, asi como de la estimulacién eléctrica y

de la mayoria de las drogas (Fields, Hjelmstad et al. 2007). Asi mismo, se ha
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visto que esta conexion ATV-NAcc, no soOlo permite la deteccion de las
recompensas, sino que también, esta encargada de la prediccion de la
disponibilidad de éstas (Mirenowicz and Schultz 1994, Kalivas and Nakamura
1999, Fields, Hjelmstad et al. 2007). Los estudios en donde se ha asociado un
estimulo inocuo con una consecuencia apetitiva, han encontrado una
activacion de las neuronas dopaminérgicas del ATV que inicialmente se

activaban solo con una recompensa naturales (Mirenowicz and Schultz 1994).

De igual modo, se ha visto que la CPF también participa en la busqueda de
recompensas, al recibir informacién por parte del ATV y conectarse
reciprocamente con el NAcc; con lo cual, se propensa la liberacion de
dopamina dentro del NAcc cuando existe la disponibilidad de una recompensa
(Carlson 2014). Por su parte, también se ha descrito al NAcc como una
estructura que posibilita la realizacion de respuestas o acciones especificas
para aproximarse a las recompensas. Lo cual es posible gracias a la
conectividad del NAcc con diferentes regiones cerebrales implicadas en el
movimiento, como el globo pallidus, la CPF, la corteza motora, premotora y
motora suplementaria (Carlson 2014). En conjunto, cuando un animal aprende
a presionar una palanca (respuesta instrumental) para obtener comida
(recompensa), se activa la via dopaminérgica del ATV y NAcc; el cual, a su
vez, desencadena respuestas de acercamiento al actuar sobre los sistemas

motores que permiten la expresion de una conducta (comer) (Figura 1.8).

Sobre las bases cerebrales del condicionamiento instrumental, se ha
tratado de estudiar los mecanismos cerebrales de la conducta de evitacién del
miedo. Mediante diversas técnicas farmacoldgicas se ha evaluado la
participacion del EV, del cual el NAcc forma parte, en tareas instrumentales de
evitacion activa sefalizada. Los estudios en donde se ha lesionado de manera
permanente el EV, han encontrado deficiencias en la adquisicion de la
respuesta de evitacion (Wendler, Gaspar et al. 2014). Este mismo efecto
también se observdé en una novedosa tarea de evitaciébn activa en donde
entrenaron a ratas a evitar una descarga eléctrica trepando a una plataforma

segura (Bravo-Rivera, Roman-Ortiz et al. 2014). Por lo que, es posible que el
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EV esté involucrado en cualquier respuesta instrumental que permita la

evitacion de un estimulo aversivo.

CPF

Comer

Figura 1.8. Mecanismos cerebrales de la busqueda de recompensas. Para que un
animal aprenda a predecir la disponibilidad de recompensas y aproximarse a ellas, es
necesaria la comunicaciéon dopaminérgica que existe entre el ATV y el NAcc. El cual a
su vez desencadena las respuestas motoras necesarias para permitir la aproximacion
de los animales hacia las recompensas, a través de la CPF y otras areas de los
sistemas motores cerebrales (no mostradas en el diagrama).

Adicionalmente, se ha demostrado la participacion especifica del NAcc en la
conducta de evitacién. En un estudio en donde entrenaron a los animales a
evitar una descarga eléctrica presionando una palanca (evitacion de operante
libre), se encontré que el NAcc es necesario para que los animales realicen
eficazmente la respuesta instrumental de evitacion (Fernando, Urcelay et al.
2014). Esto corrobora con un estudio reciente en donde evaluaron la
participacién del NAcc y su conexién con la Amigdala en una tarea de evitacion

activa sefalizada tradicional (Ramirez, Moscarello et al. 2015).
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Por ultimo, la participacion de la CPF en la conducta de evitacion también se
ha evaluado. En la tarea antes mencionada de evitacion con plataforma, se
encontré que la region PL de la CPF es necesaria para que los animales
aprendan a trepar la plataforma segura y evitar una descarga eléctrica (Bravo-
Rivera, Roman-Ortiz et al. 2014). Mientras que, en un estudio pionero en donde
se utilizo la tarea de evitacion activa sefializada convencional, no se
encontraron efectos significativos en la respuesta de evitacion al inactivar la
corteza PL; pero si en la region IL, (Moscarello and LeDoux 2013) que también
forma parte de la CPF y se ha visto relacionada con la inhibicion pasiva del
miedo. De modo que, a pesar de que en la conducta de evitaciébn no se ha
propuesto un circuito cerebral claro que regule esta conducta, parece ser que
los mecanismos cerebrales de las recompensas y del miedo estan involucrados
ampliamente en el momento en que un animal aprende a evitar el peligro. Por
lo que, las tareas instrumentales de evitacion parecen ser buenos modelos
conductuales para estudiar como interactian los mecanismos cerebrales y
conductuales del miedo y las recompensas para dirigir la conducta de los

animales.

Sin embargo, recientemente se ha denotado la vasta complejidad que tienen
los entrenamientos conductuales de evitacion para poder disociar claramente la
interaccion entre los procesos conductuales (condicionamiento al miedo y
condicionamiento instrumental) y cerebrales (circuito del miedo y de
recompensas) que permiten que la evitacion se lleve a cabo. De ahi que aun no
exista un buen modelo cerebral que permita explicar claramente la conducta
de evitacién. Por lo que, como se vera mas adelante, se han empezado a
implementar nuevas tareas conductuales para resolver las desventajas en las

tareas instrumentales de evitacion.

1.5 Inhibicion activa del miedo
Hasta ahora, se han descrito los mecanismos conductuales y cerebrales
gue permiten que un animal aprenda a detectar y responder de manera activa

(evitacion, escape) y pasiva (inmovilizacién) ante el peligro. Sin embargo, no

36



siempre inmovilizarnos o evadir nuestros miedos es una respuesta optima. En
la naturaleza, cotidianamente nos vemos expuestos ante situaciones en las
gue es necesario enfrentar nuestros miedos para poder obtener algo que
deseamos. Por ejemplo, vencer el miedo a enfrentarnos a una experiencia
aversiva (como hablar en publico) para poder obtener una recompensa
(reconocimiento, diploma). En tales situaciones es necesaria la inhibicion de

las respuestas condicionadas de miedo tanto pasivas como activas.

Como se describio anteriormente, una manera en como se inhibe el miedo
es mediante la extincion, un proceso que permite a los animales aprender que
un estimulo ya no es peligroso. La extincion ocurre de manera pasiva, gradual
y temporal, por lo que, ante una situacién que requiera enfrentar el miedo a un
peligro o evento aversivo podria ser ineficaz. Una forma eficaz de responder
ante este tipo de situaciones es mediante la inhibicion activa del miedo, con la
cual, los animales podrian realizar una accion especifica e inmediata que les
permita romper con el miedo (inmovilizacion o evitacion) y acercarse a la

recompensa.

La inhibicién activa del miedo para enfrentar un peligro, a pesar de ser un
fendmeno comudn en la naturaleza, no ha sido muy estudiada y practicamente
se conoce muy poco sobre sus mecanismos conductuales y cerebrales. Una
manera en cOmo se ha podido explorar el afrontamiento de los miedos en seres
humanos es mediante estrategias de regulacion cognitiva. Las estrategias de
regulacion cognitiva son una serie de técnicas psicolégicas que permiten la
regulacion o revaloracion de emociones como el miedo. En algunos estudios en
humanos se ha observado que los participantes son capaces de inhibir
activamente el miedo a un estimulo aversivo, si realizan algo en especifico;

como imaginar una escena neutral (Hartley and Phelps 2010).

Un estudio reciente disefié una tarea conductual en donde evaluaron el
enfrentamiento activo y voluntario de un peligro en humanos. En este estudio,
los investigadores utilizaron una serpiente real para provocar miedo en los
participantes quienes podian decidir acercar (enfrentamiento) o alejar

(evitacion) a la serpiente de ellos mismos. Encontraron que, a pesar de que la
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presencia de la serpiente provocaba miedo en los participantes, muchos de
ellos eligieron enfrentar activamente su miedo a la serpiente y permitir que ésta
se acercara (Nili, Goldberg et al. 2010). Debido a la subjetividad y al poco
control de variables extrafias en los experimentos con sujetos humanos, el
enfrentamiento activo del miedo también ha sido evaluado en animales
experimentales de laboratorio. De hecho, la conducta de escape y evitacion a
menudo son consideradas como estrategias activas de afrontamiento que
permiten la inhibicién y superacién del miedo ante un evento asociado como
peligroso (Cain and LeDoux 2007, Hartley and Phelps 2010).

En estas tareas la inhibicion activa del miedo, no obstante, sélo abarca a las
respuestas pasivas del miedo, como la inmovilizacién. La inhibicion activa del
miedo, en algunas ocasiones, no es adquirida de manera eficaz por todos los
animales. A menudo, la respuesta de inmovilizacion es mas perseverante ante
el EC y la adquisicion de la respuesta de evitacion suele ser obstaculizada.
Otra desventaja que tienen las tareas instrumentales de evitacion es que, al
igual que en los procedimientos de enfrentamiento del miedo realizados en
humanos, no existe una recompensa por la cual los animales inhiban
activamente su miedo. Los animales sélo realizan la respuesta instrumental
para evitar un peligro y no para obtener una recompensa clara y especifica.
Esto, como se mencioné anteriormente, no permite disociar claramente la
interaccién entre los procesos conductuales (condicionamiento al miedo y
condicionamiento instrumental) y cerebrales (circuito cerebral del miedo y de
recompensas) que permiten que la evitacién se lleve a cabo (Bravo-Rivera,
Roman-Ortiz et al. 2014). Recientemente un estudio sugiri6 que esta
desventaja se debe a que la respuesta de evitacion no ocurre en un lugar
seguro y libre de asociaciones con el estimulo aversivo (El) (Bravo-Rivera,
Roman-Ortiz et al. 2014). Por lo que, el mayor porcentaje de animales
entrenados en estas tareas presentan mas respuestas de inmovilizacion que
de evitacion. Por tal motivo, recientemente se disefi0 una novedosa tarea de
evitacion activa con plataforma. La cual, consistié en entrenar a los animales
a evitar la ocurrencia de una descarga eléctrica trepando a una plataforma

segura. Asi mismo, entrenaron a los animales a presionar una palanca por
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comida, para evaluar la supresion de palanqueo como una medida indirecta
del miedo. Mediante esta tarea los investigadores pudieron disociar y evaluar
por separado los componentes motivacionales de la conducta de evitacion; el
miedo y la recompensa, lo cual, les permitié también evaluar por separado
diferentes areas cerebrales involucradas en el miedo y la busqueda de

recompensas (Bravo-Rivera, Roman-Ortiz et al. 2014).

Sin embargo, en esta tarea al igual que las tareas convencionales de
evitacion, no existe un enfrentamiento real de un peligro que motive a los
animales a inhibir activamente su miedo a fin de obtener una recompensa. Por
lo que, actualmente se desconocen los mecanismos conductuales y cerebrales
de la inhibicion activa del miedo para obtener una recompensa. Esto nos lleva a
plantear la necesidad de proponer una tarea conductual en la que los animales

tengan que inhibir su miedo de manera activa para obtener una recompensa.
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CAPITULO II

JUSTIFICACION, OBJETIVOS E HIPOTESIS

El estudio del miedo condicionado nos ha permitido conocer como los
animales aprendemos a predecir el peligro, lo cual, es fundamental para
nuestra supervivencia dado que nos permite alejarnos de aquellas situaciones
gue comprometan nuestro bienestar fisico. Sin embargo, en la naturaleza, los
animales no so6lo se enfrentan ante estimulos que predicen la ocurrencia de
eventos aversivos; continuamente también tienen acceso a aquellos estimulos
gue predicen la presencia de recompensas. Ambos estimulos, tanto aversivos
como apetitivos, compiten por dirigir la conducta emocional, sobre todo en
situaciones en las que es necesario que se inhiban los miedos activamente

para poder enfrentar un peligro y asi acercarse a las recompensas.

La inhibicion activa del miedo para obtener una recompensa, a pesar de
ser un fendbmeno comun en la naturaleza, no ha sido estudiada y sus
mecanismos conductuales y cerebrales se desconocen. De tal manera,
actualmente no existen modelos conductuales que permitan abordar
especificamente este fendmeno. Los procedimientos conductuales con los que
hoy en dia se estudia la inhibicion del miedo, como la extincion, s6lo han
permitido explorar la inhibicion del miedo de manera pasiva y en condiciones

en donde no hay una recompensa disponible.

De igual modo, las tareas conductuales que han permitido explorar las
respuestas activas del miedo como la evitacién, tampoco han resultado ser
buenos modelos conductuales para aproximarse al estudio de la inhibicién
activa del miedo para obtener una recompensa. En la mayoria de estas tareas
no existe un enfrentamiento real del peligro, ni una recompensa especifica que
motive a los animales a inhibir activamente el miedo, resultando ser tareas
conductuales en donde so6lo se inhiben las respuestas pasivas del miedo, como
la inmovilizacion. Por lo que, es necesario el desarrollo de una tarea conductual
gue nos permita estudiar de manera especifica los mecanismos conductuales
de la inhibicion activa del miedo en busca de recompensas. De esta manera,
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una vez establecidos las caracteristicas conductuales, se pueda usar como
modelo para estudiar los mecanismos cerebrales de la inhibiciébn activa del

miedo en condiciones en donde hay una recompensa disponible.

Estudiar los mecanismos conductuales y cerebrales de la inhibicion activa
del miedo para obtener una recompensa, nos permitira evaluar por primera vez
como se regula el miedo en condiciones en donde hay una recompensa
disponible. Asi mismo, el desarrollo de una tarea conductual que rete a los
animales a inhibir activamente su miedo a fin de conseguir una recompensa,
podria ayudarnos a entender cdmo los circuitos cerebrales que procesan la
informacion referente al miedo y las recompensas interactian para regular la
conducta emocional de los animales; sobre todo cuando se encuentran frente
a un conflicto motivacional en donde estimulos de valencia emocional se

oponen. Algo que hasta ahora ha sido imposible estudiar en las Neurociencias.

Por tal motivo, el propdsito de este trabajo fue desarrollar e implementar la
primera tarea conductual de inhibicidbn activa del miedo en busca de
recompensas. Para lograr este objetivo, se buscd simular un conflicto
motivacional es donde estimulos asociados con un evento aversivo y uno
apetitivo compitieran por regular la conducta emocional de los animales,

basado en la experiencia.

2.1 Objetivos

2.1.1 Objetivo General

Desarrollar y estandarizar una tarea conductual que nos permita estudiar los
mecanismos de la inhibicion activa del miedo en busca de recompensas, en

ratas de laboratorio.
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2.1.2 Objetivos especificos

Desarrollar un equipo conductual para estudiar la inhibicion activa del
miedo en busca de recompensas en ratas de laboratorio.

Realizar un entrenamiento conductual en el que las ratas asocien dos
sefales ambientales con una consecuencia apetitiva y una aversiva.
Realizar un entrenamiento conductual en el que las ratas busquen una
recompensa guiadas por sefales aversivas y apetitivas.

Realizar un entrenamiento conductual en el que las ratas discriminen, a
travées de sefiales aversivas y apetitivas, condiciones seguras y
peligrosas para conseguir una recompensa.

Entrenar a las ratas a inhibir su miedo de manera activa a una sefal

aversiva a fin de conseguir una recompensa.

2.2 Hipotesis
Dado que dos motivaciones opuestas (apetitiva vs aversiva) son mutuamente

excluyentes, un modelo conductual que presenta el desafio explicito de dos

motivaciones de valencia emocional opuesta en competencia (comer vs temer),

permitira estudiar los mecanismos que hacen posible que se inhiba el miedo

cuando existe una recompensa disponible.
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CAPITULO III

MATERIALES Y METODOS

Para estandarizar la tarea de inhibicion activa del miedo en busca de
recompensas, desarrollamos un equipo conductual automatizado para ser
probado en ratas de laboratorio. Asi mismo, se realiz6 un entrenamiento
conductual para que los animales aprendieran a recibir comida al presionar

una palanca.

3.1 Equipo conductual

El disefio, fabricacion y automatizacion del equipo conductual se desarrolld
con la colaboracion con un grupo de ingenieros (OMINIALVA M.R). Algunos
de los elementos que componen el equipo conductual, fueron modificados e
instalados de acuerdo a las necesidades encontradas durante la
estandarizacion de la tarea (ver seccion de resultados). En los siguientes
apartados de esta seccidn, se describe la version final del equipo conductual

que nos permitio elaborar este proyecto.

3.1.1 Caja de entrenamiento

Se fabric6é una caja de acrilico trasparente de 100 cm de largo x 30 cm de
ancho x 50 cm de alto, sostenida por una base de acero inoxidable (110 cm
largo x 60 cm de alto y 45 cm de ancho). El piso de la caja se dividid en tres
secciones: dos zonas seguras (en los extremos) y una zona de peligro (en la

parte central), como lo muestra la figura 3.1A.

La zona de peligro corresponde a una parrilla de 60 cm de longitud y 30
cm de ancho, conformada por 40 barras de acero inoxidable. Cada barra tiene
4.8 mm de didmetro y 12 mm de separacion entre si. Las barras metalicas se
encuentran sujetas mediante un soporte de material aislante (nylamid), y estan
conectadas, mediante un cable calibre 22, con aquella que se encuentra ocho
posiciones antes y con aquella que se ubica ocho posiciones después. La

parrilla se encuentra conectada a un equipo que transmite corriente eléctrica
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de alta y baja intensidad (Coulbourn, Precision animal shocker, modelo H13-
15). Este equipo genera un patrén aleatorio de voltajes entre ocho terminales
con la particularidad de que entre cualquier par de las ocho terminales siempre

existe un voltaje diferente a cero.

Las zonas seguras estan conformadas por plataformas de acrilico opaco
como piso, con dimensiones de 20 cm de largo y 30 cm de ancho. Sobre las
caras laterales de las zonas seguras se encuentran cinco elementos: un
dispensador de pellets (Bio Serv-Product#F0021-dustlees precision pellets, 45
mg), una palanca de acero inoxidable con sensor tipo microswitch de baja
resistencia mecanica, un comedero de acero inoxidable, un indicador luminoso
con lampara incandescente de 6V/0.25A y una bocina de 2 pulgadas de 8
Ohms.

El dispensador de pellets (7.5 cm x 7 cm) se ubica en la parte posterior de las
caras laterales de las zonas seguras y se encuentra conectado al sensor de
baja resistencia que conforman las palancas. Asi el dispensador, es activado
automaticamente  al presionar las palancas con un minimo de fuerza
necesaria. Las palancas (4 cm largo X 2.5 cm de ancho) y los comederos (5 cm
largo x 5 cm de ancho) estan ubicados a 2 cm del limite inferior de la cara
lateral (lado anterior) de las zonas seguras; se encuentran separados de los
costados derecho e izquierdo por 6.5 cm y separados entre si por 3 cm de
diferencia (Figura 3.1.B)

Los indicadores luminosos estan posicionados 12 cm arriba de la palanca,
separados 9 cm del costado izquierdo y 17. 5 cm del costado derecho. Las
bocinas se colocaron 5 cm arriba del indicador de luz, con 26 cm de

separacion del limite superior de la cara lateral (Figura 3.1.B).
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Figura 3.1. Equipo conductual de inhibicion activa del miedo en busca de
recompensas. A) Representacion visual del disefio y dimensiones de la caja de
entrenamiento fabricada para estandarizar la conducta de inhibicion activa del miedo
en animales experimentales. B) Se muestran las dimensiones de los elementos que
componen las dos caras laterales de las zonas seguras de la caja de entrenamiento:
bocinas, indicadores de luz, comederos, palancas (lado anterior) y dispensadores de
pellets (lado posterior).
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Para detectar la ubicacion de los animales dentro de la caja se instalaron
en los bordes externos de la caja de entrenamiento 18 pares de elementos
infrarrojos (emisor-detector). La separacion entre cada par infrarrojo es de 5 cm
y estan ajustados a la altura de los animales experimentales. De esta manera
al desplazarse los animales a lo largo de la caja de entrenamiento interrumpen
el haz infrarrojo de algunos pares y asi es posible registrar el tiempo exacto
(con una resolucion de milisegundos) en que cruzaron de una zona a otra (ver

seccion de resultados para mas detalles).

Asi mismo, se coloc6 un diodo emisor de luz roja (LED) en un costado
superior de la caja de entrenamiento. ElI LED rojo se programd para ser
activado de manera simultdnea con la activacion de las bocinas, con lo cual,
fue posible grabar y visualizar mediante una camara de video el momento
exacto en que los estimulos auditivos se presentaron (ver seccion de

resultados para mas detalles).

3.1.2 Interface electrénica

La caja de entrenamiento se disefidé para operar de manera automatica
mediante un programa para computadora personal, desarrollado a partir de la
tarjeta de adquisicion de datos (National Instruments, USB6105). Esta
aplicaciéon se ejecutd sobre Windows 7. Consta de una interface de usuario
desarrollada para ejecutarse en codigos de MATLAB y una aplicacion de

control desarrollada sobre las funciones NI-DAQ de National Instruments.

La comunicacion entre la aplicacion de MATLAB vy la tarjeta de adquisicion
de datos es bidireccional. Nos permite controlar la entrada de informacién
(presentacién de los estimulos) y procesar la salida de informacion (respuestas
conductuales) de la caja de entrenamiento. Lo cual, se realiza de la siguiente

manera.:

Desde la computadora personal, seleccionamos los parametros de
presentacion de los estimulos (luces, sonido, descarga eléctrica y pellets)
mediante la aplicacion de MATLAB. Esta informacion llega a la tarjeta de

adquisicion de datos, que a su vez, se comunica directamente con la caja de
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entrenamiento para presentar los estimulos. La informacion arrojada por la caja
de entrenamiento (respuestas conductuales) regresa a la tarjeta de adquisicion
de datos, que a su vez, manda esa informacion a la computadora personal, en
donde es registrada y almacenada desde la aplicacion de MATLAB (Figura
3.2).

— Entrada de la informacién
—_— Salida de la informacion

National Instruments

Precision animal
shocker
(Coulbourn)

Figura 3.2. Diagrama de flujo de la automatizacion del equipo de inhibicion activa
del miedo en busca de recompensas. Se muestra la entrada (presentacion de
estimulos) y salida (respuestas conductuales) de informacién controlada y procesada
mediante un programa para computadora personal, desarrollada a partir de una
tarjeta de adquisiciéon de datos National Instruments.

Los parametros de presentacién de los estimulos que podemos controlar
son los siguientes: intensidad y duracién de los estimulos auditivos, duracion y
namero de repeticiones de la descarga eléctrica (a través del equipo de

Coulbourn en donde se controla la intensidad en miliamperios), duracion de los
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estimulos visuales (indicador de luz y LED rojo), niumero de pellets entregados

y nimero de palanqueos necesarios para entregar los pellets.

El registro de las diferentes respuestas conductuales que podemos
procesar son las siguientes: cantidad de palanqueos dados en un tiempo
especifico, tiempo exacto de desplazamiento de una zona segura a otra
(interrupcion de haces infrarrojos) y tiempo exacto de palanqueo entre ambas

palancas.

Ademas del registro de las diferentes respuestas conductuales ya
mencionadas, el equipo cuenta con un registro de video digital, el cual es
procesado directamente desde la computadora personal (para mas detalles ver

seccion 3.1.4)

3.1.3 Software MATLAB

El control del equipo mediante la aplicacion de MATLAB (version
R2011a), se llevo a cabo mediante el desarrollo de cédigos especificos para
presentar los estimulos y registrar diferentes respuestas conductuales. Durante
los experimentos desarrollados para estandarizar la tarea conductual, los
cbdigos fueron constantemente actualizados y modificados conforme a las

necesidades de los entrenamientos (ver seccion de resultados).

Hacia el final de los experimentos, fueron necesarios al menos 5
entrenamientos conductuales con diferentes parametros de presentacion de los
estimulos para evaluar la inhibicion activa del miedo. Cada entrenamiento
conductual se desarrolld6 y presentdé a través de 5 pantallas principales. Un
ejemplo de una de las pantallas de entrenamiento se muestra en la figura 3.3.
Cada pantalla de entrenamiento fue disefiada para introducir los diferentes
parametros de presentacion de los estimulos y para visualizar los datos
numeéricos de las respuestas conductuales. Asi mismo, se disefiaron con la
opcién de introducir el tiempo exacto de duracion de una sesion de

entrenamiento y tiempo de habituacion.
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Figura 3.3. Control del equipo mediante el Software MATLAB. Se muestra una
pantalla de entrenamiento de la aplicacion MATLAB para controlar la caja de
entrenamiento de inhibicién activa del miedo en busca de recompensas. La pantalla
muestra el entrenamiento de palanqueo, dividido en lado izquierdo y derecho; para
controlar de manera independiente ambas zonas seguras de la caja de
entrenamiento. Los estimulos vy el registro de las respuestas conductuales se
muestran para ambos lados (izquierdo y derecho). El lado a utilizar puede ser elegido
mediante un boton (usar izquierda, usar derecha) ubicado para cado lado de la
ventana de entrenamiento. Las casillas vacias (izquierda y derecha) tienen la funcion
de activar o desactivar la presentacion de los diferentes estimulos (luz y sonido). Los
recuadros en blanco (izquierda y derecha) con el valor numérico cero, muestran los
registros numéricos de la respuesta conductual de palanqueo. Asi mismo, muestran el
valor numérico de diferentes parametros como el tiempo de duracién de una sesion de
entrenamiento, tiempo transcurrido para cada lado, nimero de reforzadores (pellets)
por palanqueo, frecuencia del estimulo auditivo, y el retardo de la entrega de los
reforzadores. La entrega de pellets y la finalizacion del entrenamiento de manera
manual, puede ser activada mediante un botén (dar pellet-detener) disefiado para
cada fin.

49



El inicio (estimulos apagados) y finalizacion (estimulos apagados) de los
entrenamientos se llevaron a cabo de manera manual y automatica. S6lo un
entrenamiento conductual fue disefiado para que el almacenamiento de los
datos fuera de manera automatica. En los otros entrenamientos, fue necesario
el registro manual de los datos directamente desde la aplicacion de MATLAB.
En caso de que los datos fueran almacenados automaticamente, éstos se
guardaron en una matriz disefiada desde la aplicacion de MATLAB, de donde

fueron extraidos y exportados para su analisis posterior.

3.1.4 Video

Toda la conducta de los animales fue grabada mediante una camara de
video digital (Provision, modelo D-380D5), colocada en la parte superior de la
caja de entrenamiento. La cAmara se conect6 directamente a la computadora
personal mediante un dispositivo USB. Para la visualizacién y almacenamiento

de los videos se utilizé el programa ANY-Maze.

3.1.5 Software KRISA

Para mejorar la implementacion del equipo de inhibicién activa del miedo
en busca de recompensas, se desarroll6 un software nuevo (Knowledge
Recollection Intelligente System Accuracy, KRISA) para el control y
automatizacion de la caja de entrenamiento. El software KRISA se desarrolld
con la colaboracion del Laboratorio Nacional de Informatica Avanzada A.C.
(LANIA). Fue disefiado para operar en una computadora personal, a traves de
la tarjeta de adquisicion de datos National Instruments. A continuacion, se
describen algunas de las ventajas adquiridas para operar el equipo conductual

mediante el desarrollo del programa KRISA:

La aplicacion de KRISA se disefi0 para que la entrada y salida de
informacion del equipo pudiera ser controlada y procesada desde una sola
ventana principal. La ventana principal contiene 5 pestafas que corresponden
a los 5 entrenamientos necesarios para la conducta de inhibicién activa del
miedo (Figura 3.4). Cada entrenamiento esta dividié entre parametros de
entrada (parametros de presentacion de los estimulos) y parametros de salida

(registro de las respuestas conductuales) de manera independiente.
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Figura 3.4. Control del equipo mediante Software KRISA. Se muestra la pantalla
principal de la aplicacién KRISA para controlar la caja de entrenamiento de inhibicién
activa del miedo en busca de recompensas. La pantalla principal esta dividida en 4
secciones: Una seccion para introducir datos relevantes de un experimento
(Investigador, peso de los animales y observaciones), una seccién de control de
camaras de videos, una seccion con botones de navegacion (botén para iniciar una
nueva sesion, botén para generar reportes, botdn para almacenamiento de los videos)
y una ultima seccion con 5 pestafias de entrenamientos. La pestafia del entrenamiento
que aqui se muestra (palanqueo) esta dividido en 5 partes: Dispositivos, en donde se
pueden activar o desactivar la presentacion de estimulos (luz y sonido). Lado, para
seleccionar la zona que se utilizara. Parametros de entrada, en donde seleccionamos
el niumero de reforzadores por palanqueo (pellets) y el retardo de éstos. Tiempos, en
donde seleccionamos la duracion maxima que tendra una sesion de entrenamiento asi
como el tiempo de duracidon de habituacion inicial y final. Contadores, en donde se
registra el valor numérico de la respuesta conductual de palanqueo; tanto en el
entrenamiento como en las habituaciones. La entrega manual de pellets puede ser
activado mediante un boton disefiado para este fin (botén dar pellet). Botones para
controlar la sesién de entrenamiento (iniciar, finalizar y guardar) se ubican en la parte
inferior de la ventana principal, los cuales, nos permiten iniciar el entrenamiento,
finalizar de manera manual el entrenamiento y el almacenamiento interno de los datos
del entrenamiento.
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Desde la ventana principal se pueden introducir los datos relevantes de un
experimento, como el nombre del investigador, datos de las ratas (alias y peso)
y observaciones. Estos datos quedan registrados para todos los
entrenamientos y pueden ser almacenados de manera automatica. Se incluyé
el tiempo limite de duracion de los entrenamientos y el tiempo limite de
duraciéon de periodos de habituacion inicial y final. Al terminarse el tiempo de
habituacion registrado, el equipo comienza a correr automaticamente el
entrenamiento. Al finalizarse el tiempo de entrenamiento registrado, el
programa termina el entrenamiento automaticamente y comienza
inmediatamente con el periodo de habituacién final. Un cronémetro de toda la

sesion de entrenamiento, fue programado desde la pantalla principal.

Al término de una sesion de entrenamiento, ésta puede guardarse de
manera automatica en una base de datos conectada al sistema. De manera
automatica se pueden generar reportes de las sesiones de entrenamiento en
un archivo de Excel, a partir de la exportacion de datos de cada
entrenamiento. Los datos se exportan a partir del nombre del investigador, el
tipo de entrenamiento y la fecha de realizacién del entrenamiento. De este
modo, la generacion de los reportes se realiza de manera especifica y

automatica; sin la posibilidad de confundir los datos.

Los reportes generados son guardados fuera del sistema de KRISA y
contienen la siguiente informacién: datos de la sesion (nombre del investigador,
datos de los animales, tipo de entrenamiento, fecha y hora del entrenamiento y
observaciones), parametros utilizados para el entrenamiento y resultados
(datos numéricos de las respuesta conductuales). Por ultimo, se incorporé el
control de dos camaras de video dentro de la aplicacion del KRISA, lo cual,
incluye la visualizacion, iniciacion, finalizacion y almacenamiento de los videos
desde la pantalla principal de cada entrenamiento. El almacenamiento de los
videos se realiza de manera independiente a las sesiones de entrenamiento y

bajo un formato Windows Media Player.
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3.2 Entrenamiento de palanqueo

3.2.1 Sujetos

Se utilizaron 23 ratas macho de la cepa Wistar, adquiridas en el bioterio del
Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM, con una edad de 3 meses y con un
peso inicial de 250 a 280 gramos. Los animales se mantuvieron en cajas
individuales de acrilico, localizadas en un cuarto con temperatura controlada
(22° C + 2 ° C) y con una humedad relativa del 40 al 79%. Todas las ratas
estuvieron bajo un ciclo de luz-oscuridad de 12/12 horas y con libre acceso a

agua.

Las 23 ratas se dividieron en 3 diferentes experimentos para ser utilizadas
de manera independiente de la siguiente manera: 4 ratas fueron utilizadas para
el experimento 1, 6 ratas para el experimento 2 y 13 ratas para el experimento
3. En el capitulo 4 (resultados) se explicara en qué consistieron cada uno de

los experimentos y sus respectivos entrenamientos.

3.2.2 Restriccién de alimento

Debido a que utilizamos comida (pellets de 45 mg) como recompensa, los
animales se mantuvieron al 85% de su peso inicial. Por lo cual, al ingresar al
vivarium, fueron pesados y privados de alimento (dieta comercial en pellets
para roedores de mantenimiento) durante 24 horas. De acuerdo al peso inicial
de cada animal, se calcul6 el 85% de éste y ese peso se tomd como el peso
final de mantenimiento para cada animal. A continuacién, durante los
siguientes 6 dias, se restringié el alimento a 2 pellets (12 gramos) por dia;
hasta que los animales llegaron a su peso final. El peso final (85% del peso
inicial) se mantuvo a lo largo de los experimentos, que duraron
aproximadamente de 8 a 9 semanas. Todos los dias, los animales fueron
pesados para evaluar la pérdida eventual de peso y el mantenimiento del peso

final.
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3.2.3 Moldeamiento
Una vez que los animales llegaron al 85% de su peso inicial, todos los

experimentos iniciaron con un entrenamiento de palanqueo. El entrenamiento
de palanqueo consistio en ensefiarles a los animales a presionar una palanca
por comida, a través de un moldeamiento. EI moldeamiento es un tipo de
entrenamiento que consiste en reforzar las aproximaciones sucesivas a una
conducta especifica que aun no existe en el repertorio conductual de un
organismo. En nuestro caso, el moldeamiento consistié en reforzar con un
pellet todas las aproximaciones sucesivas que se asemejaron a la conducta del

palanqueo.

3.2.4 Entrenamiento

El entrenamiento de palanqueo se realizé durante 4 dias, utilizando una de
las zonas seguras de la caja de entrenamiento. Se coloc6 un acrilico oscuro en
el borde de la zona segura, para evitar que los animales accedieran a otras

zonas de la caja de entrenamiento y se realizo lo siguiente:

Dia 1 y 2 (moldeamiento): Antes de iniciar el moldeamiento, se colocaron 4
pellets humedos en el comedero de alguna de las zonas seguras de la caja de
entrenamiento. A continuacion, los animales fueron colocados en esa misma
zona segura, con las luces apagadas. Se permiti6 que durante 5 minutos
(habituacion) los animales exploraran la zona segura y se comieran los pellets.
Al término de los 5 minutos, una luz continua amarilla se prendié y comenzé el
moldeamiento. Si los animales no habian consumido los pellets aun, se esper6
el tiempo necesario hasta que los consumieran; con las luces encendidas. De
manera manual, se activo el dispensador de pellets para que cayera un pellet
en el comedero. Esto se realizd de manera constante durante
aproximadamente 10 minutos. El ruido del dispensador del pellets seguido de
la liberacién de éste, nos permiti6 que las ratas asociaran este ruido con la
disponibilidad de comida. Por lo que, siempre que escucharon el ruido del
dispensador de pellets, los animales se acercaron y mantuvieron cerca del

comedero y de la palanca.
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Se reforz6 a los animales con un pellet sélo si realizaban alguna conducta
cercana al palanqueo, como pararse en dos patas frente a la palanca, olfatear
cerca de la palanca ¢ incluso morder la palanca. Mientras que, evitamos
reforzar aquellas conductas realizadas lejos de la zona de la palanca y el
comedero, como acicalarse en alguna esquina de la zona segura. Esto se
realizé hasta que los animales por ensayo y error, aprendieron a presionar la

palanca por si solos o0 hasta que trascurrieran 30 minutos de entrenamiento.

Dia 3 y 4 (entrenamiento): Después del moldeamiento, se permitié que los
animales presionaran la palanca por comida bajo un programa de
reforzamiento razon fija 1 (RF1); con una relacion de 1 pellet por palanqueo.
Se estableci6 como criterio de entrenamiento que los animales tuvieran al
menos dos dias de entrenamiento bajo el programa -RF1- y que durante estos
dos dias obtuvieran como minimo 150 reforzadores. Durante todo el
entrenamiento de palanqueo las zonas seguras se alternaron para que los
animales se habituaran y aprendieran a presionar la palanca en ambas zonas

seguras.

El entrenamiento de palanqueo y todos los entrenamientos realizados para
estandarizar la conducta de inhibicion activa del miedo en busca de
recompensas (ver capitulo de resultados), fueron realizados de lunes a
viernes; en un horario de 9:00 am a 16:00 pm. Los entrenamientos tuvieron
una duracion maxima de 40 minutos, contando con 5 minutos de habituacion
inicial y 5 minutos de habituacion final con todos los estimulos apagados. Una
vez que terminaba el entrenamiento, los animales fueron retirados de la caja
de entrenamiento y colocados en su caja hogar y regresados al cuarto del
vivarium. Después de cada entrenamiento, se alimentd a los animales con 15

gramos de pellets diarios.
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3.2.5 Andlisis de datos:

Los resultados obtenidos en los entrenamientos realizados para evaluar
la inhibicion activa del miedo en busca de recompensas, fueron extraidos de
la interface MATLAB Yy fueron procesados y ordenados en una hoja de calculo
de Microsoft Office Excel 2007. Todas las gréficas presentadas en este trabajo
se realizaron mediante el programa Graph-Pad Prism version 6.01 (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA), mientras que el analisis estadistico se realizd
con el software especializado STATISTICA (StatSoft, version 10). En el
programa de estadistica realizamos pruebas t de Student (muestras pareadas)
para comparaciones simples, y analisis de varianzas (ANOVA) de una y dos
vias (medidas repetidas) con una prueba post hoc Tukey para comparaciones

multiples.
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CAPITULO IV

RESULTADOS

El objetivo de este proyecto fue desarrollar la primera tarea conductual
para estudiar la inhibicion activa del miedo en busca de recompensas. Para
lograr este objetivo, se disefid una tarea conductual en la cual, creando un
conflicto de motivaciones aversivas y apetitivas, se desafiaron a los animales a

enfrentar activamente un peligro para poder obtener una recompensa.

La tarea conductual consisti6 en entrenar a los animales a cruzar por
comida en condiciones peligrosas, en donde una descarga eléctrica estuvo
presente (ensayos peligrosos) y en condiciones seguras en donde no se
presentd la descarga eléctrica (ensayos seguros). En ambas condiciones, se
utilizé un estimulo ambiental para sefialar si cruzar por comida seria peligroso
o seguro. De manera automatica se registr6 el tiempo en que los animales
tardaron en cruzar (latencias de cruces) y el tiempo en que tardaron en
desplazarse en condiciones seguras y peligrosas. Latencias de cruces y
desplazamientos mayores en ensayos peligrosos que en los ensayos seguros,
se analizaron como una medida de la inhibicion activa del miedo para obtener
una recompensa. Para lograr esta diferencia de latencias de cruce (medidas
en seg) en ensayos seguros Yy peligrosos, fue necesario entrenar a los animales

en cuatro importantes etapas conductuales:

I. Entrenamiento apetitivo-seguro: El objetivo de este entrenamiento
consistié en ensefiar a los animales a asociar un estimulo ambiental con una
consecuencia apetitiva (pellets de 45 mg). De modo que, la presencia de este
estimulo sefald la disponibilidad de comida en cualquier zona segura de la caja
de entrenamiento. La comida pudo ser obtenida por los animales sélo si
presionaban una palanca. Los acercamientos a la palanca, sefialados por el
estimulo apetitivo, se utilizaron como un indicativo del impulso apetitivo de los

animales por la recompensa.
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II. Entrenamiento aversivo-peligroso: El objetivo de este entrenamiento
consistio en ensefiar a los animales a asociar un estimulo ambiental con una
consecuencia aversiva (descarga eléctrica). De modo que, la presencia de este
estimulo sefialo la presencia de una descarga eléctrica. El tiempo en que los
animales permanecieron inmoviles ante la sefial aversiva se utiliz6 como un

indicativo del impulso del miedo ante la sefial.

[ll. Entrenamiento de discriminacion: Consistidé en ensefiar a los animales a
distinguir entre condiciones seguras (ensayos seguros) y peligrosas (ensayos
peligrosos) para obtener comida. Los ensayos seguros fueron sefalados
sefialados por el estimulo apetitivo, y los ensayos peligrosos por el estimulo
aversivo y la presencia de la descarga eléctrica. Se midi6 el tiempo en que los
animales tardaron en cruzar y presionar una palanca por comida (latencias de
cruces) en ambos tipos de ensayos. De modo que, el impulso apetitivo por la
recompensa se evalué mediante las latencias de cruces en los ensayos
seguros, mientras que, el conflicto motivacional entre el impulso apetitivo y el
impulso de miedo ante el peligro, se evalu6 mediante las latencias de cruces

en ensayos peligrosos.

Diferencias significativas de latencias de cruces en ensayos peligrosos
comparados con los ensayos seguros, se utilizaron como criterio de
discriminacion para evaluar la inhibicion activa del miedo en los ensayos
peligrosos. Cuando el criterio de discriminacion se cumplié se realizé una

prueba de inhibicién activa del miedo.

IV. Prueba de inhibicion activa del miedo en busca de recompensas: Soélo
las sefales aversivas y apetitivas se utilizaron para indicar a los animales si
cruzar por comida fue seguro o peligroso. Las latencias de cruces mayores en
ensayos peligrosos comparados con los ensayos seguros, se utilizaron como

una medida de la inhibicién activa del miedo para obtener una recompensa.

Siguiendo estas cuatro etapas conductuales, fue necesario realizar
varios experimentos con diferentes parametros y entrenamientos; para poder

evaluar la inhibicibn activa del miedo. A continuacion, se describiran los
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experimentos que nos permitieron estandarizar la tarea de inhibicién activa del

miedo para obtener una recompensa.

4.1 Experimento 1

4.1.1 Objetivo
Entrenar a los animales a discriminar entre una luz continua como sefial

segura (ensayos seguros) y una luz intermitente como sefial peligrosa

(ensayos peligrosos) para poder evaluar la inhibicién activa del miedo.

4.1.2 Procedimiento
Para lograr que los animales aprendieran a discriminar entre ensayos

seguros y peligrosos, fue necesario entrenarlos en las siguientes etapas
conductuales:

I. Entrenamiento apetitivo-seguro

Animales capacitados previamente a presionar una palanca por comida
(entrenamiento de palanqueo), fueron colocados en una de las zonas seguras
de la caja de entrenamiento y entrenados a cruzar de una zona segura a otra
en busca de comida. Se utilizé una luz continua (sefial apetitiva) para sefnalizar
la zona segura de la caja en donde estaria disponible la comida si los animales

presionaban la palanca.

Para evitar que las ratas cruzaran de manera azarosa, se programo el
equipo para que la presencia de la luz continua se repitiera 3 veces en el
mismo lado de la caja de manera aleatoria. De este modo, nos aseguramos de
que los animales cruzaran so6lo por la presencia de la luz continua. Durante
siete dias se entrenaron a las ratas y por cada dia de entrenamiento se les
permitié realizar 30 ensayos de cruce, con una duracibn méxima de 180
segundos. Si los animales cruzaron y presionaron la palanca antes de

cumplirse este periodo de tiempo, se les entreg6 un pellet como recompensa.

En todos los ensayos de cruce se registr6 de manera automatica el
tiempo, en segundos, que tardaron los animales en cruzar de una zona segura

a otra y presionar la palanca por comida (Latencias de cruces), asi como el
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tiempo que tardaron sélo en desplazarse de una zona segura a otra

(Desplazamientos).

La figura 4.1A muestra el promedio y error estandar (SEM) de las latencias
de cruces y los desplazamientos, obtenidos a lo largo del entrenamiento (D1-
D7). Se encontro que, al inicio del entrenamiento (D1) los animales tardaron en
promedio 15 segundos en cruzar por comida y presionar la palanca, mientras

gue, en desplazarse tardaron sélo 11 segundos.
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Figura 4.1. Entrenamiento apetitivo-seguro (n=4). A) La grafica muestra el
promedio y error estandar (SEM) del tiempo trascurrido en las latencias de cruces y
desplazamientos en los ensayos indicados por la luz continua, a lo largo del
entrenamiento (D1-D7). Se encontraron diferencias estadisticamente significativas de
las latencias de cruces y los desplazamientos a través del tiempo; p=0.000, pero no
asi en su interaccion; p=0.99. Una prueba Post Hoc, encontrd que el primer dia de
entrenamiento (D1) difirié significativamente al ser comparado s6lo con el cuarto (D4,
*p=0.0145) y sexto (D6, *p=0.0282) dia de entrenamiento, en las latencias de cruces.
Mientras que, en el desplazamiento se encontraron diferencias significativas del
primer dia de entrenamiento (D1) comparado so6lo en el tercer (D3, *p=0.0107) y
cuarto dia (D4, *p=0.0197) de entrenamiento. B) Resumen del entrenamiento
apetitivo-seguro. La grafica muestra el tiempo (seg) de las latencias de cruces
comparadas con el tiempo (seg) de los desplazamientos de los ensayos de cruces;
durante el primer (D1) y dltimo (D7) dia de entrenamiento. Lat: latencia, Desplaz:
desplazamientos.
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En las latencias de cruces como en los desplazamientos se observé una
disminucién del tiempo conforme avanzaron los dias de entrenamiento, como
puede apreciarse en el cuarto dia de entrenamiento (D4) cuyas latencias de
cruces fueron de 10.5 segundos 'y desplazamientos de 7 segundos. Un ligero
incremento del tiempo de desplazamiento y de las latencias de cruces se
observé durante el quinto dia de entrenamiento (D5, latencias de cruces= 13
segundos; desplazamientos= 8.5 segundos), sin embargo, estas volvieron a
disminuir hacia el final del entrenamiento como puede observarse en el sexto
y séptimo dia de entrenamiento (D6, latencias de cruces= 10.8 segundos,
desplazamientos= 7 segundos; D7, latencias de cruces =11.8 segundos,

desplazamientos= 7 segundos).

Durante todos los dias de entrenamiento observamos que el tiempo en que
tardaron los animales en presionar la palanca por comida, después de haberse
desplazado, fue de 4 segundos. Estas diferencias entre el desplazamiento y
las latencias de cruces no resultaron ser estadisticamente significativas,
ANOVA (2 vias) de medidas repetidas (F de interaccion se= .134, p=0.99);
sugiriéndonos que, después del desplazamiento lo primero que hacen los
animales es presionar la palanca para obtener la recompensa. Sin embargo, si
encontramos diferencias estadisticamente significativas en las latencias de
cruces y los desplazamientos con respecto al tiempo (D1-D7); F 36= 8.63; p
=0.000. Mediante una prueba Post Hoc (Tukey HSD) se observo que las
latencias de cruces s6lo del primer dia de entrenamiento (D1, 15 segundos)
difirié significativamente del cuarto (D4, 10.5 segundos, p=0.0145), y sexto dia
de entrenamiento (D6, 10.8 segundos, p=0.0282). Para el desplazamiento se
encontraron diferencias significativas en el primer dia de entrenamiento (D1,
6.5 segundos) comparado con el tercer (D3, 6.4 segundos, p=0.0107) y cuarto

dia (D4, 6.7 segundos, p=0.0197) de entrenamiento.

Los resultados obtenidos, mediante este analisis, sugieren que después de
7 dias de entrenamiento los animales aprendieron a asociar la luz continua
como una sefial apetitiva. Lo cual, se ve reflejado en la disminucién del tiempo

en las latencias de cruces (Lat.)) y en los desplazamientos (Desplaz.) del
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primer dia de entrenamiento (D1) comparado con el ultimo dia (D7) como

puede apreciarse en la figura 4.1B.

[I. Entrenamiento aversivo-peligroso

Después de que los animales aprendieron a cruzar para obtener comida,
guiadas por la luz continua (sefial apetitiva), se realiz6 un condicionamiento al
miedo para que los animales asociaran un estimulo visual con una
consecuencia aversiva. Para realizar el condicionamiento al miedo, se utilizd

una luz intermitente como EC y una descarga eléctrica como El.

Durante un dia, los animales fueron colocados y restringidos a la zona de
la parrilla (zona peligrosa) de la caja de entrenamiento. A continuacion,
después de un periodo de habituacion de 5 minutos, una luz intermitente (EC)
se present6 durante 30 segundos; seguida de una descarga eléctrica (EI) de
0.8 mA de intensidad, durante 0.5 segundos. La presentacion de la luz
intermitente seguida de la descarga eléctrica (EC-EI) se repiti6 5 veces con un

intervalo de presentacion minimo de 60 segundos y maximo 180 segundos.

Veinticuatro horas después del condicionamiento al miedo, se realiz6 una
prueba para evaluar el aprendizaje de la asociacion EC-El. Para la prueba se
presentaron 2 repeticiones del EC separadas por un intervalo de 60 a 180
segundos. El desempefio de los animales, durante la adquisicién del
condicionamiento, se evalu6 midiendo el tiempo en que permanecieron
inmoviles durante los 5 minutos de habituacién y 60 segundos después de

haber presentado la relacién EC-EL.

La Figura 2.A muestra la adquisiciéon del condicionamiento al miedo, se
grafico el promedio y error estdndar (SEM) del porcentaje de inmovilizacién
durante la habituacion (PRE) y después de haber presentado la luz intermitente
y la descarga eléctrica (EC-EIl), a través del tiempo (5 presentaciones).
Observamos que el porcentaje de inmovilizacidon durante la habituacion fue
menor del 5%. Este porcentaje de inmovilizacion no difirio de las 4 primeras

presentaciones del EC-EI. Fue hasta la ultima presentacion del EC-EI en
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donde los animales mostraron mayor porcentaje de inmovilizacion (16%). Sin
embargo, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el
porcentaje de inmovilizacion comparado con la habituacion y las 5
presentaciones del EC-EI; ANOVA (1 vias) de medidas repetidas, F (15 = .37,
p=.857.
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Figura 4.2. Entrenamiento aversivo-peligroso (n=4). A) Adquisicion del
condicionamiento al miedo. La grafica muestra el promedio y error estandar (SEM) del
porcentaje de inmovilizacion durante la habituacion (PRE) y después de haber
presentado la relacion EC-El durante 5 repeticiones (1-5). No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en el porcentaje de inmovilizaciéon durante la
habituacion (PRE) ni en las 5 presentaciones del EC-El; p=.857. B) Prueba del
Condicionamiento al miedo. Se muestra el promedio y error estandar (SEM) del
porcentaje de inmovilizacién ante la ausencia del EC (PRE) y durante la presencia del
EC. Una prueba t de Student para muestras pareadas, mostré diferencias significativas
al comparar el porcentaje de inmovilizacion ante la presencia y ausencia de la luz
intermitente; * p=0.0326.

Para la prueba del condicionamiento al miedo, se midio el tiempo en que
los animales permanecieron inméviles durante los 5 minutos de habituacion y
durante los 30 segundos de presentacion de la luz intermitente. La figura 2.B,
muestra el promedio y error estandar (SEM) del porcentaje de inmovilizacién
durante la presentacién del EC y durante la habituacion (PRE). Como puede
observarse, los animales tuvieron mayor porcentaje de inmovilizacion (40%)

durante la presencia de la luz intermitente que en ausencia de esta (14%);
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estas diferencias fueron estadisticamente significativas, segun lo encontrado en

una prueba t de Student para muestras pareadas; t (3y=3.77, p=0.0326.

Los resultados encontrados durante este entrenamiento sugieren que, a
pesar de que los animales no tuvieron diferencias significativas en el porcentaje
de inmovilizacion durante la adquisicion del condicionamiento al miedo (Figura
2.A), los animales aprendieron a asociar la luz intermitente como una sefial
aversiva. Lo cual, se ve reflejado en un mayor porcentaje de inmovilizacién
ante la presencia de la luz intermitente comparado con el porcentaje de
inmovilizacion obtenido en ausencia de ésta (habituacion), durante la prueba

del condicionamiento al miedo (Figura 2.B).
[ll. Entrenamiento de discriminacion

Una vez que los animales fueron entrenados a asociar la luz continua con la
disponibilidad de comida (entrenamiento apetitivo) y la luz intermitente con la
presencia de la descarga eléctrica (entrenamiento aversivo), comenzé el
entrenamiento de discriminacion. Para este entrenamiento, los animales fueron
colocados en una de las zonas seguras de la caja de entrenamiento y de
manera aleatoria se les presentd ensayos seguros y peligrosos; distribuidos

en una sesiéon de 30 ensayos de cruces.

Los ensayos seguros fueron sefalizados por la luz continua, mientras
gue, los ensayos peligrosos fueron indicados por la luz intermitente y por la
presencia de una descarga eléctrica. La intensidad de la descarga eléctrica
fue de 0.6 mA y la probabilidad de aparicion de ensayos peligrosos (% de
riesgo) se establecié en un porcentaje del 10 y 30%, conforme a los dias de

entrenamiento.

Para ambos ensayos se programo una duracion maxima de 180 segundos,
si los animales cruzaron y presionaron la palanca antes de cumplirse este
periodo de tiempo se entreg6 un pellet para ambas condiciones; de no haber
cruzado antes de los 180 segundos todos los estimulos (luces, y descarga

eléctrica) se apagaron y comenzd un nuevo ensayo.
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Todos los dias se registro el tiempo en que los animales tardaron en cruzar
hacia las zonas seguras y presionar la palanca (latencias de cruces) y el tiempo
gue tardaron en desplazarse (desplazamientos), en ensayos seguros y
ensayos peligrosos. Para el andlisis de los datos s6lo se tom6 en cuenta el
tiempo de latencias de cruces para ambos ensayos, debido a que en el
entrenamiento apetitivo-seguro no se encontraron diferencias significativas

entre las latencias de cruces y los desplazamientos.

Para determinar que los animales habian aprendido a discriminar y poder
realizar la prueba de inhibicion activa del miedo en busca de recompensas, se
acordo un criterio de discriminacion de p < 0.05 al comparar las diferencias en
latencias de cruces en ensayos seguros versus los ensayos peligrosos. Cada
dia de entrenamiento se evalud el criterio de discriminacion para poder pasar a

la prueba de inhibicién activa del miedo.

La figura 4.3A muestra el promedio y error estdndar (SEM) de latencias de
cruces (seg) a través del tiempo (D1-D7). De los 30 ensayos de cruce, sélo se
graficd y analiz6 el primer bloqgue de 10 ensayos distribuidos en ensayos
seguros y peligrosos. De modo que, para los ensayos seguros se tomaron los
primeros 7 ensayos de cruce, de los 27 (10% de riesgo) o 21 (30% de riesgo)
ensayos disponibles. Mientras que, para los ensayos peligrosos se tomaron
sélo los primeros 3 ensayos de cruce, de los 3 (10%) o 9 (30%) ensayos
disponibles. El porcentaje de riesgo para los ensayos peligrosos se muestra en

su respectivo dia de entrenamiento (10% en D1y D2; 30% en D3-D7).

Se encontré que, durante la primera sesion de entrenamiento (D1) los
animales tuvieron latencias de cruces similares en ensayos seguros (27.3 seg)
y peligrosos (25.5 seq). Después de aumentar el porcentaje de riesgo de un 10
a un 30% en dias posteriores (D4, D5 y D6), se observé una ligera tendencia
de latencias de cruces mayores en ensayos peligrosos (D4=81 seg, D5= 80.2
seg y D6= 75.70 seg) que en los ensayos seguros (D4=67.81 seg, D5= 63 seg
y D6= 59 seg). Sin embargo en el Ultimo dia de entrenamiento (D7) los
animales tardaron el mismo tiempo en cruzar por comida en ambos tipos de

ensayos (ensayos seguros= 64.78 seg; ensayos peligrosos=61.98 seg).
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Las diferencias encontradas a lo largo del entrenamiento en las latencias
de cruces para ambos ensayos, no resultaron ser estadisticamente
significativas; ANOVA de medidas repetidas (2 vias), F 36 = .197, p=0.975. Al
evaluar el criterio de discriminacion en el uUltimo dia de entrenamiento (D7),
tampoco se encontraron diferencias significativas al comparar el promedio de
latencias de cruces (seg) en ensayos seguros versus ensayos peligrosos;
prueba t de Students para muestras pareadas, t 3= 0.39, p=0.715 (Figura
4.3B).
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Figura 4.3. Entrenamiento de discriminacién (n=4). A) Se muestra el promedio y
error estandar de las latencias de cruces (seg) en ensayos Seguros Yy ensayos
peligrosos a través del tiempo (D1-D7) y su respetivo porcentaje de riesgo utilizado
para entrenar a los animales; (10% en D1y D2; 30% en D3-D7). No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas al comparar el tiempo en que los animales
tardaron en cruzar y presionar la palanca por comida en ensayos seguros y peligrosos,
con respecto al tiempo; p=0.975. B) Comparacion de las latencias de cruces (seg) en
ensayos seguros versus ensayos peligrosos de la dltima sesion de entrenamiento
(D7). El tiempo que tardaron los animales en cruzar y presionar la palanca por comida
no fue significativamente diferente en ensayos seguros versus los ensayos peligrosos;
p=0.715. Por lo que, no se cumplié el criterio de discriminacion para realizar la prueba
de inhibicién activa del miedo.

Los resultados obtenidos en este entrenamiento sugieren que los
animales no aprendieron a discriminar entre la luz continua como una sefial
segura, ni la luz intermitente como una sefial aversiva para indicar el momento

en que fue seguro o peligroso cruzar por comida. Lo cual se ve reflejado en
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las latencias de cruces similares obtenidas en ambos ensayos en la mayoria
de los dias de entrenamiento. Por tal motivo, fue imposible que en este primer

experimento se realizara y evaluara la prueba de inhibicion activa del miedo.
4.1.3 Discusion experimento 1

En este experimento no conseguimos que los animales discriminaran entre
una luz continua como sefial apetitiva y una luz intermitente como sefal
aversiva para indicar en qué momento fue seguro o peligroso cruzar por
comida. Por lo que, el criterio de discriminacion establecido de p<0.05 no se

cumplié (Figura 4.3B) y la prueba de inhibicion activa del miedo no se realizo.

Los resultados encontrados en este entrenamiento, sugieren que las
diferencias perceptuales entre la luz continua y la luz intermitente no fueron lo
percibidas por los animales como dos sefales distintas y con diferentes
propiedades apetitivas y aversivas al ser presentadas al mismo tiempo. Es
decir, es posible que los animales detectaran ambos estimulos visuales como
una misma sefial aversiva; lo cual podria explicar por qué tuvieron latencias de

cruces altas tanto en ensayos peligrosos como en ensayos Sseguros.

Detectamos también que, tanto en el entrenamiento apetitivo como en el
aversivo era necesario mejorar la asociacion de los estimulos ambientales con
Sus consecuencias apetitivas y aversivas. Durante el condicionamiento al
miedo encontramos que, a pesar de que los animales se inmovilizaron
significativamente sélo ante la presencia de la luz intermitente (Figura 4.2B), el
porcentaje de inmovilizacion fue bajo (40% del 100% total del tiempo de
presentacion de la luz intermitente) considerando la alta intensidad alta
descarga eléctrica utilizada (0.8 mA). Observamos que al presentar el EC
durante la prueba del condicionamiento la mayoria de los animales presentaron
mucha mas conducta de escape que de inmovilidad, lo cual sin duda afecto el

porcentaje de inmovilizacion.

En cuanto al entrenamiento de la sefal apetitiva, a pesar de que los
animales cruzaron guiandose por la luz continua y que el tiempo en que
tardaron los animales en cruzar (latencias de cruces) y desplazarse

(desplazamientos) fue disminuyendo significativamente conforme avanzaron
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los dias de entrenamiento; observamos que la conducta de los animales tuvo
mucha variabilidad, y que se necesitaron demasiados dias de entrenamiento (7
dias) para lograr que los animales bajaran sélo 3 segundos de las latencias de
cruces registradas al inicid del entrenamiento (15 segundos) con respecto al
altimo dia de entrenamiento (12 segundos). Por tal motivo, para mejorar el
entrenamiento de los animales y evaluar inhibicion activa del miedo, se realizé
un segundo experimento en donde cambiamos varios parametros @y

agregamos nuevas etapas conductuales, que se describirdn a continuacion.

4.2 Experimento 2

4.2.1 Resumen
Durante el primer experimento realizado para estandarizar la tarea de

inhibicién activa del miedo, encontramos que los animales no aprendieron a
discriminar entre una luz continua como sefial segura y una luz intermitente
como sefal aversiva. Para solucionar este problema, en este experimento y
con un nuevo grupo de animales, se utilizaron dos sefiales ambientales con
diferente entrada sensorial (estimulacion visual y auditiva) para que fueran lo
suficientemente diferentes para ser percibidas por los animales y mejorar su

respectiva asociacién con consecuencias apetitivas y aversivas.

Por tal motivo, se cambié la luz intermitente por un ruido blanco de 85
decibeles (db) para ser asociado con una consecuencia aversiva. De igual
modo, durante este experimento, tratamos de mejorar la asociacién de la luz
continua con la disponibilidad de comida. Por lo cual, se disefié una nueva
subetapa conductual para mejorar el entrenamiento apetitivo-seguro. Asi
mismo, para el condicionamiento al miedo, se redujo la zona de peligro a las
medidas de una caja estandar de condicionamiento al miedo; para mejorar el

porcentaje de inmovilizacion durante el entrenamiento aversivo-peligroso.

4.2.2 Objetivos
- Disefar y probar un nuevo entrenamiento conductual para mejorar la

asociacion de la luz continua con la disponibilidad de comida.
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- Entrenar a los animales a asociar una sefial auditiva (ruido blanco) con

la presencia de una descarga eléctrica.

- Entrenar a los animales a discriminar entre la luz continua como sefal
segura y la sefial auditiva como sefal peligrosa, para poder probar la

inhibicion activa del miedo.

4.2.3 Procedimiento

I.- Entrenamiento apetitivo-seguro

Asociacion luz-comida: Animales capacitados a presionar una palanca por
comida (entrenamiento de palanqueo), fueron entrenados durante 6 dias a
asociar una luz continua con la disponibilidad de comida. Para realizar este
entrenamiento las ratas fueron restringidas a una de las zonas seguras de la
caja de entrenamiento (zonas seguras), mediante un acrilico oscuro. A
continuacion, de manera aleatoria, se presentaron dos tipos de ensayos:
ensayos con presencia de la luz continua, en donde siempre que las ratas
presionaron la palanca se les entregé comida, y ensayos sin presencia de la
luz continua, en los cuales nunca se entregd comida aun si las ratas

presionaban la palanca.

Los ensayos con luz continua se presentaron bajo un criterio minimo
de 5 palanqueos y maximo 20 palanqueos. Mientras que, los ensayos sin luz
se presentaron durante un tiempo variable minimo de 30 segundos y maximo
de 180 segundos. Se registr6 de manera automatica el numero de palanqueos
en ensayos con luz y ensayos sin luz y el tiempo especifico para cada
condicion. Posteriormente, se calculé el palanqueo por minuto para ambos
tipos de ensayos para evaluar la asociacion de la luz continua con la

disponibilidad de comida.

La figura 4.4A muestra el promedio y error estandar (SEM) del palanqueo
por minuto en presencia (Luz) y ausencia (no luz) de la luz continua, a través
del tiempo (D1-D6). Se observé que, durante el primer dia de entrenamiento

(D1) los animales tuvieron una mayor preferencia por palanquear en ausencia
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de la luz continua (13 palangueos/minuto) que en presencia de ésta (6
palanqueos/minuto). Esta preferencia por palanquear durante los ensayos sin
luz pudo revertirse a partir del tercer dia de entrenamiento (D3), en donde el
palanqueo en ensayos con luz fue de 10 palanqueos por minuto; a diferencia

de los ensayos sin luz, en donde disminuy0 a 7 palanqueos por minuto.
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Figura 4.4. Entrenamiento apetitivo-seguro: asociacion luz continua con
disponibilidad de comida (n=6). A. La grafica muestra el promedio y error estandar
(SEM) del palanqueo por minuto en ensayos con luz y ensayos sin luz, a través del
tiempo (D1-D7). Se encontraron diferencias significativas al comparar el palanqueo
por minuto en presencia y ausencia de la luz continua durante el entrenamiento;
p=0.000. Mediante una prueba Post-hoc se observé que durante los ensayos con luz
los animales palanquearon significativamente diferente en el primer dia (D1)
comparado con el dia cuatro (D4); *p=0.0123, mientras que, en los ensayos sin luz se
obtuvieron diferencias significativas en el palanqueo del primer dia (D1) comparado
con el tercer (**p=0.005), cuarto (**p=0.002), quinto (***p=0.000) y sexto (***p=0.000).
B) Resumen del entrenamiento de la asociacion de la luz continua con disponibilidad
de comida. La grafica muestra las diferencias significativas encontradas en el
palanqueo por minuto del primer dia de entrenamiento (D1) comparado con el dltimo
dia (D6) de entrenamiento, en presencia (Luz) y ausencia (No luz) de la luz continua;
*** n=0.000.

La preferencia por palanquear en ensayos con luz se mantuvo a lo largo
de los dias de entrenamiento mientras que, el palanqueo en ensayos sin luz
fue disminuyendo; como puede observarse en el Ultimo dia de entrenamiento
(D6, ensayos con luz= 10 palanqueos/minuto vs ensayos sin luz= 6

palanqueos/minuto). De modo que, encontramos que el palanqueo por minuto
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difirié significativamente al ser comparado con la presencia y ausencia de la luz
continua a través del entrenamiento; ANOVA (2 vias) de medidas repetidas, F
(5,50)= 11.4, p= 0.000.

Para evaluar las diferencias especificas por cada dia de entrenamiento en
ausencia y presencia de la luz continua, realizamos una prueba Post Hoc
(Tukey HSD). Encontramos diferencias significativas sélo en el primer dia
entrenamiento (D1, 6 palanqueo/min) comparado con el cuarto dia de
entrenamiento (D4, 11 palanqueo/min) en los ensayos con presencia de la luz;
p= 0.012, el cual, fue el dia en que mas veces por minuto palanquearon los

animales por comida.

En los ensayos sin luz se encontraron diferencias significativas en el
primer dia de entrenamiento (D1, 13 palanqueo/min) comparado con el tercer
(D3, palanqueo/min, p=0.005), cuarto (D4, 6 palanqueo/min, p=0.002), quinto
(D5, 6palanqueo/min, p=0.000) y sexto (D6, 6 palanqueo/min, p=0.000) dia. De
igual forma, encontramos diferencias estadisticamente significativas en la
preferencia inicial (D1) de los animales por palanquear en condiciones oscuras,
gue en presencia de la luz continua (Ensayos con luz 6 palanqueos/minuto vs

14 palanqueos/minuto); p= 0.000.

Durante este entrenamiento observamos que los animales de manera
natural prefieren presionar la palanca por comida en ausencia de la luz; sin
embargo, el reforzar la conducta de palanqueo sé6lo en condiciones donde la
luz continua estuvo presente, pero no asi para los ensayos sin presencia de
ésta, permitio que los animales aprendieran a asociar la luz continua con la
disponibilidad de comida. Lo cual, se ve reflejado en el incremento de
palanqueos por minuto en ensayos con luz continua y el decremento de éstos
en ensayos sin presencia de la luz; al comparar el primer dia (D1) de
entrenamiento con el dltimo dia (D6), como lo muestra la Figura 4.4B.
Confirmando asi, que la luz continua funciona bien como una sefial apetitiva y
gue puede ser utilizada para guiar a los animales hacia la disponibilidad de

comida.
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Cruces seguros: Una vez que los animales aprendieron a presionar la
palanca por comida sélo en presencia de la luz continua (asociaciéon de luz con
disponibilidad de comida), se les permitié cruzar por comida guiandose por

esta sefial apetitiva.

El procedimiento para este entrenamiento se realizé de la misma manera
gue en el experimento 1, a excepcidbn de que el namero de dias de
entrenamiento se logré reducir a s6lo 3 dias. Para todos los ensayos de
cruces se registraron y analizaron las latencias de cruces y el tiempo de

desplazamiento en cada dia de entrenamiento.

La figura 4.5A muestra el promedio de las latencias de cruces (medidas en
seg) y los desplazamientos a través del tiempo (D1-D3). Se encontré que,
durante el primer dia de entrenamiento los animales tuvieron latencias de
cruces cercanas a los 18 seg, mientras que, el tiempo de desplazamiento fue

de solo 12 segundos.
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Figura 4.5. Entrenamiento apetitivo-seguro: cruces seguros (n=6). A) Se
representa el promedio y error estandar (SEM) del tiempo trascurrido en las latencias
de cruces y desplazamientos en los ensayos de cruces indicados por la luz continua a
lo largo del tiempo (D1-D3). Se encontraron diferencias estadisticamente significativas
de las latencias de cruces y los desplazamientos a través del tiempo; ***p= 0.000.
Especialmente en la latencias y desplazamientos del primer dia (D1) versus el
segundo (D2) y tercer dia (D3), ***p=0.000. B) Resumen del entrenamiento de cruces
seguros. Se muestran las diferencias significativas al comparar el primer dia de
entrenamiento (D1) con el Ultimo dia de entrenamiento (D3), de las latencias de
cruces y el tiempo de desplazamiento; *** p= 0.000.
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Las latencias de cruces y desplazamientos fueron disminuyendo
eficazmente en tan sélo 2 dias mas de entrenamiento, como lo muestra el
ultimo dia de entrenamiento (D3) cuyas latencias de cruces fueron de 9
segundos y los desplazamientos de 6 segundos. La diferencia del tiempo en
gue tardaron los animales en presionar la palanca por comida, después de
haberse desplazado, durante el primer dia de entrenamiento fue de 5
segundos. Estas, fueron disminuyendo conforme a los dias de entrenamiento;
como lo muestra el tercer dia en donde soélo se tardaron 3 segundos en

presionar la palanca después de haberse desplazado.

Al igual que en el experimento 1, no encontramos diferencias significativas
entre el desplazamiento y las latencias de cruces; ANOVA (2 vias) de medidas
repetidas, F de interaccion (0= 1.27, p=0.301. Sin embargo, si encontramos
diferencias estadisticamente significativas en las latencias de cruces y los
desplazamientos con respecto a los dias de entrenamiento (D1-D3); F (2.20=
42.69, p= 0.000. Una prueba Post Hoc (Tukey HSD) encontré diferencias
significativas de las latencias de cruces del primer dia de entrenamiento (D1,
18 segundos) comparado con el segundo (D2, 11 segundos) y tercer dia de

entrenamiento (D3, 9 segundos), p=0.000.

Asi mismo, se encontraron estas mismas diferencias significativas en el
tiempo de desplazamientos (D1, 11. 5 segundos Vs D2, 7 segundos y D3, 5
segundos), p=0.000. El analisis estadistico sugiere que después de que los
animales fueron entrenados a asociar la luz continua con la disponibilidad de
comida, son necesarias solo 3 dias mas de entrenamiento para que aprendan a
cruzar por comida ante la presencia de esta sefal apetitiva (Figura 4.5B), a
diferencia del experimento 1 en donde fueron necesarias al menos 7 dias de

entrenamiento para lograr latencias de cruces cercanas a los 10 segundos.
[I. Entrenamiento aversivo- peligroso

Para mejorar la asociacion de la sefial aversiva sustituimos la luz
intermitente por una sefial auditiva, en este experimento utilizamos un ruido
blanco de 85 decibeles (db) como EC y la descarga eléctrica como El.

Aumentamos la intensidad de la descarga eléctrica a 1 mA para obtener un
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condicionamiento mas robusto y mayor porcentaje de inmovilizacion. Asi
mismo, para evitar que los animales tuvieran conductas de escape redujimos
el espacio de la zona de peligro, en donde se realizé la adquisicion y prueba
del condicionamiento al miedo (parrilla de 62 cm x 30 cm), a las medidas de
una caja estandar de condicionamiento al miedo (25.40 cm x 30.4 cm). Asi,
procuramos que los animales, al tener un espacio mas reducido de
exploracién, respondieran con mayor tiempo de inmovilizacién y menor tiempo

con conductas de escape ante la presencia del EC.

Finalmente, antes de iniciar las adquisicion y prueba del condicionamiento
al miedo les dimos de comer a los animales (12 gramos) para evitar que
estuvieran hambrientas y esto provocara una mayor movilidad de los animales

durante el condicionamiento.

Con todas estas modificaciones, la adquisicion del condicionamiento al
miedo se realizé al presentar durante 30 segundos el EC, seguido de la
presencia del El durante 1 segundo; a diferencia del experimento 1 en donde
se present6 s6lo medio segundo (0.5 seg). La presentacion de ruido blanco y
descarga eléctrica (EC-EI) se repitié sélo 3 veces, debido a la alta intensidad y
duracion de la descarga eléctrica.

Veinticuatro horas después de la adquisicion del condicionamiento al
miedo, se realizé una prueba para evaluar el aprendizaje de asociacién de
EC-El. La prueba se realiz6 repitiendo 2 veces la presentacion del EC
durante 30 segundos; con un intervalo de separacion de 60 a 180 min. Al igual
que en el experimento 1, durante la adquisicion del Condicionamiento al miedo,
se midié el tiempo en que los animales permanecieron inmdviles durante la

ausencia del EC y después (60 segundos) de presentar la relacion EC-EL.

La figura 4.6A muestra el promedio y error estandar (SEM) del porcentaje
de inmovilizacién antes (PRE) y después de presentar la relacion EC-EI
(POST EC-EI) a través del tiempo (3 presentaciones de EC-EIl). Se observo
gue en ausencia del EC los animales no presentaron altos porcentajes de

inmovilizacion (2%). Mientras que, después de presentar las tres repeticiones
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de EC-El los animales mostraron mayor porcentaje de inmovilizaciéon (EC-EI
1= 5%; EC-EI 2=10%; EC-EI 3= 16%).
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Figura 4.6. Entrenamiento aversivo-peligroso (n=6). A) Adquisicion del
condicionamiento al miedo. Se muestra el promedio y error estandar (SEM) del
porcentaje de inmovilizacion durante la habituacion (PRE) y después de haber
presentado la relacién EC-EIl; a través de las 3 presentaciones de la asociacion EC-EI
(1-3). Se encontraron diferencias significativas del porcentaje de inmovilizacién
durante la habituacion (PRE) y las 3 presentaciones del EC-El; p=0.0141. Una
prueba Post Hoc encontrd sélo diferencias significativas al comparar el porcentaje de
inmovilizacion obtenido durante la habituacién (PRE) con respecto a la tercera
presentacion de EC-El; *p=0.0152. B) Prueba de condicionamiento al miedo. Se
muestra el promedio y error estandar (SEM) del porcentaje de inmovilizacion obtenido
durante el PRE, comparado con el porcentaje de inmovilizaciéon obtenido durante la
presentacion del EC. Se encontraron diferencias estadisticamente significativas al
comparar el porcentaje de inmovilizacion ante la ausencia (PRE) y presencia (EC) del
ruido blanco; *** p=0.000.

Las diferencias encontradas en el porcentaje de inmovilizacion a través de
las 3 presentaciones de EC-EI resultaron ser estadisticamente significativas,
segun lo encontrado por un ANOVA (1 via) de medidas repetidas; F (315= 4.9,
p= 0.0141. Una prueba Post Hoc (Tukey HSD) arroj6 diferencias significativas
al comparar el tiempo de inmovilizacion durante la habituacién (2%) versus la
tercera presentacion de EC-El (16%); p=0.0152. Este analisis sugiere que,
conforme presentamos las repeticiones de la relacion EC-EI los animales van

adquiriendo mayor conducta de inmovilizacion ante el ruido blanco. Lo cual se
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vio reflejado en los resultados encontrados durante la prueba del
condicionamiento al miedo, como lo muestra la figura 4.6B. En la gréfica se
muestra el promedio y error estandar del porcentaje de inmovilizacion antes de
presentar el EC (PRE) y durante la presentacién del EC (promedio de las 2

presentaciones del EC).

Se encontré que durante la presencia del ruido blanco los animales
tuvieron un porcentaje de inmovilizacion del 50%, la cual se compar6 con el
porcentaje inmovilizacion antes de presentar el EC, que fue menor al 10%. Las
diferencias encontradas en la proporcién del tiempo en que los animales
permanecieron inmdviles ante la ausencia y presencia del ruido blanco, fueron
estadisticamente significativas; segun lo arrojado por una t de Student para
muestras pareadas, t (=7.89, p=0.000. Un mayor porcentaje de
inmovilizacion durante la presentacion del ruido blanco sugiere que los
animales aprendieron eficazmente a asociar el ruido blanco como una sefial

aversiva que predice la ocurrencia de una descarga eléctrica.

I1l. Entrenamiento de discriminacion

Una vez que los animales aprendieron a asociar la luz continua con la
disponibilidad de comida (entrenamiento seguro) y el ruido blanco con la
presencia de la descarga eléctrica (condicionamiento al miedo), comenzé el

entrenamiento de discriminacién de ensayos.

El entrenamiento de discriminacion de ensayos se realiz6 de la misma
manera que en el experimento 1, a excepcion de que los ensayos peligrosos
fueron indicados por el ruido blanco para sefializar la presencia de la
descarga eléctrica; junto con la luz continua, para sefializar en qué zona

segura estaria disponible la comida.

La descarga eléctrica presente en los ensayos peligrosos fue de una
intensidad de 0.6 mA; menor a la utilizada en el condicionamiento al miedo

para evitar que los animales dejaran de cruzar.
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Las latencias de cruces Yy el tiempo de desplazamiento se registraron
autométicamente en ambos ensayos y el porcentaje de riesgo se establecio
entre el 10 y 30 % conforme el dia de entrenamiento. Se siguié el mismo
criterio de discriminacion y el mismo analisis de datos establecido en el

experimento 1.

La figura 4.7A muestra el promedio y error estandar (SEM) solo de las
latencias de cruces en ensayos seguros y ensayos peligrosos, a través del
tiempo (D1-D7) y su respectivo porcentaje de riesgo. Para este experimento,
también, graficamos solo los 7 primeros ensayos seguros y los 3 primeros
ensayos peligrosos. Como puede observarse, durante el primer dia de
entrenamiento (D1) hubo una ligera diferencia en las latencias de cruces de los
ensayos seguros (33.5 seg) comparado con los ensayos peligrosos (51.5 seg).
Sin embargo, durante el tercer dia de entrenamiento (D3) las latencias de
cruces (seg) para ambos ensayos fueron similares (Seguros 78 seg Vs
Peligrosos 75 seg). Por lo cual, decidimos aumentar el porcentaje de riesgo del
10% al 30% en los dias posteriores (D4-D7). Observamos asi, nuevamente
una ligera diferencia en las latencias de cruces para ambos ensayos; como
puede observarse en el quinto dia de entrenamiento (D5), en donde las
latencias de cruces (seg) en ensayos peligrosos fueron relativamente mayores

gue en los ensayos seguros (96.5 seg vs 65.5 seg respectivamente).

Conforme avanzaron los dias de entrenamiento, los animales comenzaron
a reducir las latencias de cruces para ambos ensayos. Como puede observarse
en el dltimo dia de entrenamiento (D7), cuyas latencias de cruces en ensayos
seguros fueron de 33 segundos comparadas con las latencias de cruces

obtenidas en ensayos peligrosos en donde fueron de 61 segundos.

A pesar de que las latencias de cruces en ensayos peligrosos fueron
mayores que en los ensayos seguros estas diferencias no fueron
estadisticamente significativas con respecto al tiempo de entrenamiento,
ANOVA (2 vias) de medidas repetidas F 60 = 1.69, p=0.137.

Se compararon las latencias de cruces en ensayos seguros y peligrosos del

altimo dia de entrenamiento (D7), no se encontraron diferencias
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estadisticamente significativas; t de Student, t s = 2.07, p = 0.095, por lo que,

el criterio de discriminacién nuevamente no se cumplié.
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Figura 4.7. Entrenamiento de discriminacion (n=6). A) La gréafica representa el
promedio y error estandar (SEM) de latencias de cruces (seg) en ensayos seguros y
ensayos peligrosos a través del tiempo (D1-D7). Se muestra para cada dia de
entrenamiento, el porcentaje de riesgo utilizado para entrenar a los animales (D1-D4
10% de riesgo; D5-D7 30%). No se encontraron diferencias significativas al comparar
el tiempo que tardaron los animales en cruzar y presionar la palanca por comida en
ensayos seguros versus los ensayos peligrosos; p=0.137. B) Comparacion de las
latencias de cruces (seg) en ensayos seguros con respecto a los ensayos peligrosos
en el dltimo dia de entrenamiento (D7). No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en las latencias de cruces de ensayos seguros versus
los ensayos peligrosos, p=0.095. Por lo que, no se cumpli6 el criterio de
discriminacion para realizar la prueba de inhibicion activa del miedo.

Los resultados encontrados en este entrenamiento sugieren que, a pesar
de los cambios realizados en el entrenamiento de la sefial apetitiva y aversiva,
los animales no lograron discriminar significativamente entre la luz continua
para los ensayos seguros, y el ruido blanco para los ensayos peligrosos. Sin
embargo, en esta ocasion, si observamos una ligera tendencia de latencias de
cruces mayores en los ensayos peligrosos que en los ensayos seguros;
sobretodo, al entrenar a los animales con un porcentaje de riesgo del 30%. A

pesar de esto, estas diferencias no lograron cumplir el criterio de
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discriminacion; siendo imposible realizar y evaluar la prueba de inhibicién

activa del miedo en busca de una recompensa.

4. 2.4 Discusién experimento 2
Durante este experimento diseflamos una subetapa conductual para

mejorar el entrenamiento de la luz continua como sefial apetitiva. Encontramos
gue presentar de manera alternada ensayos con presencia y ausencia de la
luz continua, reforzando Unicamente los ensayos con luz, permite que los
animales mejoren la asociacion de la luz continua con la disponibilidad de
comida. Lo cual, se ve reflejado en una mayor preferencia por palanquear
por comida en condiciones en donde esta la luz presente y en una disminucion

del palanqueo en condiciones en donde la luz esta ausente (Figura 4.4).

Asi mismo observamos que los animales, después de ser entrenados bajo
esta subetapa conductual, mejoraron notoriamente su desempefo para cruzar
por comida guiandose por esta sefal apetitiva. Esto permitié que lograramos
reducir el tiempo de entrenamiento de 7 dias que se utilizaron en el
experimento 1 a solo 3 dias, para conseguir latencias de cruces cercanas a
los 9 segundos. Con lo cual podemos asegurar que, mediante estas dos
etapas conductuales, los animales aprenden eficazmente a percibir la luz

continua como una sefial apetitiva.

En cuanto al entrenamiento de la sefal aversiva, decidimos cambiar la luz
intermitente por el ruido blanco de 85 (db) como EC; para mejorar el
entrenamiento aversivo. De igual modo, durante el condicionamiento,
aumentamos la intensidad de la descarga eléctrica y redujimos la zona de
entrenamiento para mejorar el porcentaje de inmovilizacion de los animales

ante el EC.

Encontramos que, todas estas modificaciones mejoraron ligeramente el
tiempo en que los animales permanecieron inmoviles ante la presencia del
ruido blanco (50%). Lo cual nos sugiere que este estimulo resulté ser eficaz

para ser asociado con un evento aversivo. Sin embargo, el porcentaje de
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inmovilizacion encontrado durante el EC, al igual que en el experimento
anterior, resulté ser muy débil para la intensidad de la descarga eléctrica
utilizada (Figura 4.5A y 4.5B). Por lo cual, fue necesario mejorar el

entrenamiento del condicionamiento al miedo.

Para el entrenamiento de discriminacion de ensayos, el utilizar el ruido
blanco como sefial aversiva mejoré notablemente la sefializacion de los
ensayos peligrosos a diferencia de lo encontrado en el experimento 1.
Observamos que, a pesar de que no encontramos diferencias significativas en
las latencias de cruces en los ensayos peligrosos comparados con los ensayos
seguros, hubo una ligera tendencia de latencias de cruces mayores en el
peligro que en lo seguro; sobre todo, al aumentar el porcentaje de riesgo de un
10 % al 30%.

Vimos que después de 3 dias de entrenamiento de usar este mismo
porcentaje de riesgo, los animales comenzaron a bajar sus latencias de cruces
para ambos ensayos; por lo que, es posible que en este entrenamiento sea
necesario seguir aumentando el porcentaje de riesgo o la intensidad de la
descarga eléctrica para evitar que los animales se habitien a la aversion de

los ensayos peligrosos.

Al igual que en el primer experimento, no tuvimos éxito para cumplir el
criterio de discriminacion y poder realizar la prueba de inhibicion activa del
miedo (Figura 4.6B). Conductualmente observamos que los animales al
escuchar el ruido blanco cruzaron mas rapido los primeros ensayos peligrosos
gue los seguros, sobre todo en los primeros dias del entrenamiento. Lo cual
puede estar relacionado con la forma en que entrenamos a los animales para
gue adquieran la asociacion de la sefal aversiva, puesto que, la descarga
eléctrica siempre se presento hasta el final del tiempo de presentacion del ruido

blanco, y sélo durante un tiempo maximo de 1 segundo.

Un problema mas que detectamos durante este entrenamiento, fue que
la mayoria de las ratas al escuchar el ruido blanco se acercaron a las parrillas
y con las vibrisas censaron sila descarga eléctrica estaba presente o no. Esta

conducta pudo provocar que las diferencias encontradas en las latencias de
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cruces para ambos ensayos estuvieran relacionadas con que los animales
censaran la parrilla, y no necesariamente por que hubieran aprendido la
relacion del ruido blanco con los ensayos peligrosos. Por tal motivo, fue
necesario probar un nuevo experimento para poder mejorar el entrenamiento
del ruido blanco y su consecuencia aversiva, asi como, el entrenamiento de

discriminacion de ensayos; para lograr evaluar la inhibicion activa del miedo.

4. 3 EXPERIMENTO 3
4.3.1Resumen

Durante el experimento anterior diseflamos una subetapa conductual para
el entrenamiento apetitivo-seguro, con el cual, mejoramos significativamente
la asociacién de la luz continua como sefial apetitiva. En el entrenamiento
aversivo-peligroso sustituimos la luz intermitente por un estimulo auditivo para
ser asociado con la presencia de la descarga eléctrica. Asi mismo, redujimos
el espacio utilizado para condicionar a los animales, a las medidas (altura y
longitud) de una caja estandar de condicionamiento al miedo. Sin embargo,
continuamos teniendo problemas para que los animales tuvieran porcentajes
altos de inmovilizacion durante la presencia del ruido blanco. Para mejorar
este problema, en el presente experimento, se afiadieron mas dias de

entrenamiento para condicionar a los animales.

En cuanto al entrenamiento de discriminacion, no logramos que los
animales difirieran significativamente entre ensayos seguros y peligrosos; por lo
que, fue imposible cumplir el criterio de discriminacion establecido y evaluar la
inhibicién activa del miedo. Detectamos, también, que durante las primeras
sesiones de entrenamiento los animales al percibir el ruido blanco mostraron
conductas de escape cruzando rapidamente hacia las zonas seguras de la
caja de entrenamiento. Se pensé que esta conducta pudiera deberse a la forma
en gque entrenamos a los animales para que adquieran la asociacion de la sefial
aversiva/peligrosa. Por lo que, realizamos cambios importantes en el

condicionamiento al miedo y agregamos una nueva subetapa conductual para
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gue los animales aprendieran que la descarga eléctrica estaria presente el

mismo tiempo de duracién del ruido blanco en los ensayos peligrosos.

4.3.2 Objetivos
- Mejorar la asociacion del ruido blanco con su consecuencia aversiva y

peligrosa, durante el condicionamiento al miedo.

- Evitar que los animales traten de escapar de la descarga eléctrica al

percibir el ruido blanco en los ensayos peligrosos.

- Lograr que los animales discriminen ensayos seguros y peligrosos,

para poder evaluar la inhibicion activa del miedo.

4.3.3 Procedimiento

I. Entrenamiento apetitivo-seguro

Asociacion de sefial apetitiva/segura: El entrenamiento para que los
animales aprendieran a asociar la luz continua con la disponibilidad de comida,
se realizé de la misma manera que en el experimento 2. Se analizé el nimero
de veces por minuto que los animales palanquearon por comida, en ensayos

con presencia de la luz continua (Luz) y en ausencia de ésta (No luz).

La figura 4.8A muestra el promedio y error estandar (SEM) del palanqueo
por minuto en ambas condiciones (luz/no luz) a través del tiempo (D1-D6). Se
encontré que, al inicio del entrenamiento (D1) los animales palanquearon de
manera sSimilar en ausencia y presencia de la luz continua (8
palanqueos/minuto en ambas condiciones); a diferencia del experimento 2, en
donde se observo una mayor preferencia de los animales por palanquear en
condiciones oscuras. Asi mismo, se observo que a partir del tercer dia de
entrenamiento (D3) los animales aumentaron el nimero de palanqueos por
minuto en ensayos con presencia de la luz continua (10 palanqueos/minuto) y

disminuyeron el palanqueo en ensayos sin luz (6 palanqueo/minuto).
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Figura 4.8 Entrenamiento apetitivo-seguro: asociacién de luz continua con
disponibilidad de comida (n=13). A) La grafica muestra el promedio y error estandar
(SEM) del palanqueo por minuto en ensayos con luz y sin luz a través del tiempo (D1-
D6). Se encontraron diferencias estadisticamente significativas al comparar la
proporcion de palanqueo por minuto en ausencia (No luz) y presencia (Luz) de la luz
continua a lo largo del entrenamiento; p=0.000. Se encontr6 mediante una prueba
Post Hoc que durante los ensayos con luz los animales palanquearon
significativamente diferente en el primer dia de entrenamiento (D1) comparado con el
segundo (D2, *p=0.04) cuarto (D4, **p=0.006), quinto (D5, ***p=0.000) y sexto (D6,
**p=0.001) dia de entrenamiento. Mientras que, en los ensayos sin presencia de la luz
(No luz) los animales presionaron la palanca significativamente diferente durante el
primer dia de entrenamiento (D1) comparado con el cuarto (D4, **p=0.0014), quinto
(D5, p=0.000) y sexto dia (D6, p=0.000) de entrenamiento. B) Resumen del
entrenamiento de asociacién luz continua con disponibilidad de comida. Se muestra
las diferencias significativas al comparar el promedio del palanqueo por minuto del
primer (D1) y dltimo dia (D5) de entrenamiento, en presencia y ausencia de la sefial
apetitiva; *** p=0.000.

Esta preferencia por presionar la palanca en presencia de la luz continua,
se mantuvo e incremento conforme avanzaron los dias de entrenamiento; como
puede observarse en el ultimo dia de entrenamiento (D6) en donde tuvieron 11
palanqueos por minuto en ensayos con luz, mientras que, en los ensayos sin

luz el palanqueo por comida disminuyd a 4 palanqueos por minuto.

Las diferencias encontradas del palanqueo por minuto en presencia y
ausencia de la luz continua a través de los dias de entrenamiento (D1-D6),
resultaron ser estadisticamente significativas; ANOVA (2 vias) de medidas
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repetidas. F (5120= 24.8, p=0.000. Una prueba Post Hoc (Tukey HSD) arrojo
diferencias significativas del primer dia de entrenamiento (D1, 8
palanqueos/minuto) comparado con el cuarto (D4=11 palanqueo/minuto,
p=0.0014), quinto (D5=12 palanqueo/minuto, p=0.000) y sexto dia de
entrenamiento (D6=11 palanqueo/minuto, p=0.000); para los ensayos con

ausencia de la luz continua (No luz).

En los ensayos con presencia de la luz continua encontramos diferencias
significativas del primer dia de entrenamiento (D1, 8 palanqueos/minuto)
comparado con el segundo (D2= 8 palanqueo/minuto, p=0.042), cuarto (D4=
4.8 palanqueo/minuto, p=0.006), quinto (D5= 4 palanqueo/minuto, p=0.000) y
sexto (D6= 4 palanqueo/minuto, p= 0.001) dia de entrenamiento. Asi mismo,
encontramos que la preferencia de los animales por presionar la palanca en
condiciones con la luz continua presente en todos los dias de entrenamiento
(D1-D6) fue significativamente diferente a la menor proporcién de presionar la
palanca en ensayos sin luz, especificamente en el cuarto (D4), quinto (D5) y

sexto (D6) dia de entrenamiento; p=0.000.

Los resultados encontrados sugieren que, al igual que en el experimento
anterior, después de 6 dias de entrenamiento los animales aprenden a asociar
la luz como una sefal apetitiva. Este aprendizaje se ve reflejado en el
incremento de palanqueos por minuto en ensayos con luz y el decremento de
éstos en ensayos sin presencia de la sefial apetitiva (Figura 4.8B), confirmando
asi, que la luz continua funciona bien como una sefial apetitiva y que puede

ser utilizada para guiar a los animales hacia la disponibilidad de comida.

Cruces seguros: Una vez que confirmamos que los animales habian
asociado la luz continua con la disponibilidad de comida, entrenamos a los
animales durante 5 dias a cruzar por comida guiandose por esta misma sefial

apetitiva.

El procedimiento para este entrenamiento se realizé de la misma manera
gue en el experimento anterior, a excepcion de que aumentamos dos dias de
entrenamiento. Lo cual, se realiz6 para evaluar el minimo tiempo posible en

gue los animales podian cruzar y presionar la palanca por comida (latencias de
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cruces) y el minimo tiempo posible en que los animales podia desplazarse, en

este entrenamiento.

La figura 4.9A muestra el promedio de las latencias de cruces y el tiempo
de desplazamientos obtenidos a lo largo del tiempo (D1-D5). Como puede
apreciarse, durante el primer dia de entrenamiento los animales tuvieron
latencias de cruces de 18 segundos y desplazamientos de 14 segundos (igual
gue en el experimento 2). Las latencias disminuyeron a la mitad del tiempo en
tan sOlo 2 dias mas de entrenamiento, como se observa en el tercer dia de
entrenamiento (D3) en donde los tiempos de cruces fueron de 9 segundos y los

desplazamientos de 6 segundos.

El tiempo que tardaron los animales en cruzar y palanquear por comida, asi
como en desplazarse durante el tercer dia de entrenamiento se mantuvo hasta
el final del entrenamiento (D5, latencias de cruces= 8.9 segundos;
desplazamientos = 5.8 segundos). La diferencia del tiempo en que tardaron los
animales en presionar la palanca por comida, después de haberse
desplazado, fue alrededor de 3 segundos; lo cual corrobora con los

experimentos anteriores.

Las diferencias de tiempo en las latencias de cruces y los
desplazamientos, no resultaron ser estadisticamente significativas segun lo
encontrado por un ANOVA (2 vias) de medidas repetidas; F interaccion (s ge):
0.44, p= 0.774 Sin embargo, si encontramos diferencias significativas en las
latencias de cruces y el desplazamiento con respecto a los dias de
entrenamiento; F  4.06): 123.77, p= 0.000. Realizamos una prueba Post-Hoc
(Tukey HSD) para evaluar las diferencias significativas especificas de cada
medicion vy el dia de entrenamiento. Encontramos que, tanto en las latencias
de cruces como en los desplazamientos, el primer dia de entrenamiento (D1,
latencias de cruces= 18 seg; desplazamientos, 14 seg) difirid significativamente
del resto de los dias de entrenamiento (D2, latencias de cruces= 11 seg,
desplazamientos=8 seg; D3-D5, latencias de ~cruces= 9 seg,

desplazamientos=6 seg); p= 0.000.
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Figura 4.9. Entrenamiento apetitivo-seguro: cruces seguros (n=4). A) La gréfica
muestra el promedio y error estandar (SEM) de las latencias de cruces y los
desplazamientos (seg) en los ensayos de cruces indicados por la luz continua a lo
largo del tiempo (D1-D3). Se encontraron diferencias estadisticamente significativas de
las latencias de cruces y los desplazamientos a través del tiempo; p=0.000, pero no
asi en su interaccion; p=0.774. Una prueba Post Hoc encontrd que tanto en latencias
de cruces como en el desplazamiento, el primer dia de entrenamiento (D1) difirié
significativamente del resto de los dias de entrenamiento (D2-D5); ***p=0.000. B)
Resumen del entrenamiento de cruces seguros. La grafica muestra el primer dia
(D1) de entrenamiento, comparado con el Ultimo dia (D3) de entrenamiento de las
latencias de cruces y el tiempo de desplazamiento. El tiempo que tardaron los
animales en desplazarse y presionar la palanca por comida del primer dia difirid
significativamente del Gltimo dia de entrenamiento (D5); *** p=0.000.

Las diferencias encontradas en las latencias de cruces y desplazamientos
del primer dia de entrenamiento comparado con el ultimo dia sugieren que,
los animales aprendieron eficazmente a buscar comida guiadas por la sefal
apetitiva (Figura 4.9B). Asi mismo, observamos que sélo 3 dias de
entrenamiento son necesarios para que los animales aprendieran a cruzar por
comida en presencia de la luz continua; después del tercer dia de
entrenamiento las latencias de cruces y los desplazamientos no logran bajar

mas de lo obtenido en tres dias de entrenamiento.
[I. Entrenamiento aversivo-peligroso

Asociacion de la sefial aversiva-peligrosa: Para evitar que los animales
aprendieran a predecir la presencia de la descarga eléctrica de manera
temporal (siempre al final de la presentacion del ruido blanco), se programo el
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equipo para que ésta fuera entregada de manera aleatoria en cualquier
momento de la presentacion del EC. Es decir, al inicio, en medio o al final del

tiempo de presentacion del ruido blanco.

Asi mismo, para mejorar la asociacién del ruido blanco con la descarga
eléctrica, los animales fueron condicionados durante mas dias de
entrenamiento y expuestos durante mas tiempo al contexto en donde se realiz6
el condicionamiento. Al igual que en el experimento anterior, se utilizé el ruido
blanco de 85 db como EC y la descarga eléctrica como El. De modo que, se

realizo lo siguiente:

Después de que los animales aprendieron a cruzar por comida, guiandose
por la luz continua, durante un dia se expuso a los animales al contexto en
donde se realizé el condicionamiento al miedo (zona reducida de las parrillas);
permitiéndoles asi explorar durante mas tiempo (20 minutos) el contexto sin la
presentacion de ningun estimulo. Al dia siguiente, los animales fueron
condicionados al miedo presentando el ruido blanco (EC) durante 30 segundos,
acompafado de una descarga eléctrica (El) de 0.5 mA; presentada de manera
aleatoria durante 1 segundo. La intensidad del ElI se redujo, en este
experimento, debido a que agregamos 3 dias mas de entrenamiento. Cada dia
de entrenamiento conté con la presentacion de 5 repeticiones de EC-EI,

separadas por un intervalo de 60 a 180 segundos.

Al igual que en experimentos anteriores, para cada dia de
condicionamiento medimos el tiempo de inmovilizacion de los animales durante

la habituacién y 60 segundos después de haber presentado la relaciéon EC-EI.

La figura 4.10A muestra el promedio y error estandar (SEM) del porcentaje
de inmovilizacion durante la habituacién del primer dia de condicionamiento
(PRED1) y después de haber presentado la relacion EC-El (POST EC-EIl) a
través del tiempo (D1-D4). Para cada dia de entrenamiento, se graficé el

promedio de las 5 presentaciones de EC-EI.
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Figura 4.10. Entrenamiento aversivo-peligroso: asociacion ruido blanco con
presencia de descarga eléctrica (n=13). A) Adquisicion del condicionamiento al
miedo. La gréfica muestra el promedio y error estandar (SEM) del porcentaje de
inmovilizacion durante la habituacion (PRE) y después de haber presentado la
relacion EC-El; a través del tiempo (D1-D4). Para cada dia de entrenamiento, se
grafico el promedio del porcentaje de inmovilizacién de las 5 presentaciones de la
relacion  EC-El. Se encontraron diferencias significativas del porcentaje de
inmovilizacion a través del tiempo; p=0.000. Una prueba Post Hoc (Tukey HSD)
encontré diferencias significativas al comparar el porcentaje de inmovilizaciéon que
mostraron los animales durante el PRE (2%) versus el primer (D1=14%, **p=0.001),
segundo (D2=19%, ***p=0.000), tercer (D3=18%, ***p=0.000) y cuarto (D4=18%,
***n=0.000) dia de condicionamiento. B) Prueba del Condicionamiento al miedo. Se
muestra el promedio y error estandar (SEM) del porcentaje de inmovilizacién ante la
ausencia del EC (PRE) y después de la presencia del EC. El porcentaje del tiempo de
inmovilizacion que los animales permanecieron inmoviles antes de presentar el EC
difirié significativamente del porcentaje de inmovilizacién obtenido después de
presentar el EC; * p= 0.025.

Se encontr6 que, durante la habituacion del primer dia del
condicionamiento, los animales mostraron poco porcentaje de inmovilizacion
como se esperaba (<5%). Mientras que, después de presentar la relacion EC-
El este porcentaje de inmovilizacion aumenté conforme avanzaron los dias de
entrenamiento; el cual fluctué alrededor del 18%. De este modo, el porcentaje
de tiempo en que los animales permanecieron inmoviles durante la ausencia de
la descarga eléctrica (PRE D1) difirié significativamente del porcentaje de

tiempo en que los animales permanecieron inmoviles después de presentar las
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5 repeticiones de EC-EI; ANOVA (1 via) de medidas repetidas, F (4, 4)= 11.68,
p=0.000.

Para evaluar las diferencias especificas del porcentaje de
inmovilizacion a través de los dias de entrenamiento, realizamos una prueba
Post Hoc de multiples comparaciones (Tukey HSD), la cual mostré diferencias
significativas al comparar el porcentaje de inmovilizacion que mostraron los
animales durante el PRE (2%) versus el primer (D1=14%, p=0.001), segundo
(D2=19%, p=0.000), tercer (D3=18%, p=0.000) y cuarto (D4=18%, p=0.000) dia

de condicionamiento.

Después de condicionar a los animales durante 4 dias seguidos,
veinticuatro horas después, se realizé la prueba del condicionamiento al miedo.
Esta se realiz6 presentando dos veces el EC durante 30 segundos. Al término
de la prueba del condicionamiento, se midio el tiempo de inmovilizacion de los
animales ante la ausencia del EC (habituacién) y 60 segundos después de
haber presentado el EC. La Figura 4.10B muestra el porcentaje de
inmovilizacion durante la habituacion (PRE) y después de presentar el EC.
Observamos que, los animales tuvieron un mayor porcentaje de inmovilizacion
después de haber presentado el EC (34% de inmovilizacion) comparado con el

tiempo de habituacién (18%).

Las diferencias encontradas en el porcentaje de inmovilizacion antes y
después de presentar el EC, resultaron ser estadisticamente significativas; t de
Student de para muestras pareadas, tu = 2.55, p=0.025. Los resultados
obtenidos mediante este analisis demuestran que después de varios dias de
condicionar a los animales, éstos aprenden a asociar el ruido blanco como una
sefal aversiva; lo cual, se ve reflejado en la prueba del condicionamiento al
miedo en donde encontramos un mayor porcentaje de inmovilizacién después

de haber presentado el ruido blanco, que en ausencia de éste.

Cruces peligrosos: Para mejorar el entrenamiento de discriminacion y
evitar que los animales mostraran conductas de escape ante la descarga

eléctrica en la discriminacion de ensayos, se entrend a los animales durante 5
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dias a evitar cruzar por comida en ensayos peligrosos. El objetivo de este
entrenamiento fue que los animales aprendieran a generalizar lo aprendido
durante el condicionamiento al miedo a la conducta operante de buscar
comida guiados por una sefial aversiva. Por lo que, a diferencia del
entrenamiento de cruces seguros, en este entrenamiento evaluamos el
desempefio de los animales mediante el porcentaje de ensayos peligrosos

evitados por cada dia de entrenamiento. De modo que, se realizé lo siguiente:

Después de hacer la prueba del condicionamiento al miedo, los animales
fueron colocados en una de las zonas seguras de la caja de entrenamiento. A
continuacion, se presentaron ensayos peligrosos, que fueron sefializados por
la presencia del ruido blanco y la descarga eléctrica (0.5 mA), asi como de la

luz continua para indicar la disponibilidad de comida.

En un dia de entrenamiento se presentaron 10 ensayos de cruces
peligrosos (100% de riesgo) con un intervalo de presentacion de 60 a 180
segundos, igual que el periodo interestimulo que se utliza en el
condicionamiento al miedo. Asi mismo, para ayudar a los animales a aprender
que la descarga eléctrica estaria presente el mismo tiempo que el ruido blanco,
el tiempo de duracién para todos los ensayos peligrosos fue aumentando
paulatinamente conforme avanzaron los dias de entrenamiento, de 30
segundos, igual que en el condicionamiento, a 120 segundos; que es un tiempo
muy cercano a la maxima de duracion de los ensayos en el entrenamiento de
discriminacién. De modo que, después de los dos primeros dias de
entrenamiento aumentamos por dia 30 segundos mas a la duracion de los
ensayos peligrosos (D1-D2= 30, D3=60 seg, D4= 90, D5=120).

En cada ensayo peligroso se registré el tiempo que tardaron los animales
en cruzar y presionar la palanca por comida (latencias de cruces) y el tiempo
gue tardaron sélo en desplazarse (desplazamientos). Si los animales no
cruzaron algun ensayo peligroso, se tomo el tiempo maximo de duracion de
ensayos establecido por cada dia de entrenamiento. De modo que, para el
analisis de datos, se tomo en cuenta el nUmero de ensayos peligrosos evitados

a lo largo del tiempo (D1-D5).
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La figura 4.11A muestra el promedio y error estandar (SEM) del porcentaje
de ensayos evitados por cada dia de entrenamiento (D1-D5). Se muestra la
duracion maxima de los ensayos peligrosos, segun el dia de entrenamiento.
Observamos que, durante el primer dia de entrenamiento (30 segundos
duracion), los animales tuvieron menos de la mitad de ensayos evitados (40%).
El nimero de ensayos evitados fueron aumentando conforme avanzaron los
dias de entrenamiento, a pesar de que el tiempo maximo de duracion de los
ensayos incrementd. Esto, puede apreciarse en el cuarto dia de entrenamiento
(D4), en donde tuvieron el 83% de ensayos peligrosos evitados. Se observo un
ligero decremento del porcentaje de evitacion durante el Ultimo dia de
entrenamiento (D5, 74%). Sin embargo, las diferencias encontradas en el
porcentaje de evitacion de los ensayos peligrosos conforme avanzaron los dias
de entrenamiento, resultaron ser estadisticamente significativas; ANOVA (2

vias) de medidas repetidas, F (4,4g= 5.49, p= 0.001.

El analisis realizado, demostré que solo el porcentaje de evitacion del primer
dia (D1, 40%) de entrenamiento resultd ser diferente significativamente con
respecto al porcentaje de evitacion encontrado en los demés dias de
entrenamiento (D2=79%, p=0.003; D3=74%, p=0.016; D4=83%, p=0.001; D5=
74%, p=0.001); prueba Post Hoc (Tukey HSD).

Los resultados encontrados durante este entrenamiento sugieren que los
animales aprendieron eficazmente a reconocer la presencia de la descarga
eléctrica durante todo el tiempo de presentacion del ruido blanco; lo cual, se ve
reflejado en un incremento de la respuesta de evitacion ante el peligro
encontrado hacia el final del entrenamiento (Figura 4.11B).
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Figura 4.11. Entrenamiento aversivo-peligroso: Cruces peligrosos (n=13). A) Se
muestra el promedio y error estandar (SEM) del porcentaje de evitacidon de los
ensayos peligrosos indicados por la sefal aversiva y la presencia de la descarga
eléctrica a lo largo del tiempo (D1-D5). Se encontraron diferencias significativas en el
porcentaje de evitacion a través del tiempo, p=0.001. Una prueba Post Hoc, encontrd
que solo el porcentaje de evitacion del primer dia (D1) de entrenamiento resultd ser
diferente significativamente con respecto al porcentaje de evitacion encontrado en los
demas dias de entrenamiento (D2, **p=0.003; D3, *p=0.016; D4, **p=0.001; D5,
**p=0.001). B) Resumen del entrenamiento de cruces peligrosos. La grafica muestra
el promedio y error estandar (SEM) del porcentaje de evitacion del primer dia (D1) de
entrenamiento, comparado con el dltimo dia (D5), * p=0.001.

I1l. Entrenamiento de discriminacion

Después de que los animales aprendieron a evitar el peligro durante el
entrenamiento de cruces peligrosos, hicimos el entrenamiento de
discriminacion de ensayos. Para mejorar este entrenamiento con respecto al
experimento anterior, se colocaron en los bordes de la parrilla, acrilicos que
funcionaban como pequefias bardas o topes (9 cm alto X 29.1 cm ancho) para
evitar que los animales censaran con las vibrisas la presencia o ausencia de la
descarga eléctrica. De este modo nos aseguramos de que los animales, al
final del entrenamiento, identificaran los ensayos peligrosos sélo por la

presencia de la sefal aversiva-peligrosa.

92



Otro cambio importante que realizamos fue aumentar la intensidad de la
descarga eléctrica conforme avanzaron los dias de entrenamiento, lo cual,
realizamos para evitar que los animales se habituaran a la intensidad de la
descarga eléctrica y comenzaran a cruzar los ensayos peligrosos con rapidez.
El porcentaje de riesgo que utilizamos en este experimento fue el mismo

porcentaje utilizado en experimentos anteriores (10-30%).

A excepcion de los cambios ya mencionados, el procedimiento del
entrenamiento de discriminacion siguid la misma logica que el experimento
anterior. De modo que, los animales fueron entrenados durante 9 diasy en
cada dia de entrenamiento se les permitid realizar 30 ensayos de cruces

distribuidos de manera aleatoria entre ensayos seguros y peligrosos.

El entrenamiento comenzo6 con una probabilidad de aparicion de ensayos
peligrosos del 10% y una intensidad de la descarga eléctrica de 0.5 mA, la
misma intensidad utilizada en el entrenamiento aversivo-peligroso. Para ambos
ensayos se registraron las latencias de cruces y los desplazamientos durante

todo el entrenamiento.

Para el andlisis de los datos s6lo se tomaron en cuenta las latencias de
cruces de los primeros 7 ensayos seguros y los primeros 3 ensayos peligrosos;
por cada dia de entrenamiento. El criterio de discriminacién se mantuvo de

p<0.05 y éste se evalud en el Ultimo dia de entrenamiento (D9).

La figura 4.12A muestra los resultados obtenidos durante el
entrenamiento. Se grafico el promedio y error estandar (SEM) de las latencias
de cruces de ensayos seguros y ensayos peligrosos a lo largo del tiempo (D1-
D9). Como puede observarse, en el primer dia de entrenamiento (D1) los
animales tuvieron latencias de cruces ligeramente mayores en ensayos
seguros (54 seg) que en los ensayos peligrosos (44 seg), las cuales,
disminuyeron y fueron similares para ambos ensayos durante el segundo dia
de entrenamiento (D2, 35 segundos para ambos ensayos). Sin embargo, un dia
después (D3), comenzamos a ver latencias de cruces mayores en ensayos
peligrosos (36 segundos) y latencias de cruces menores en ensayos seguros

(20 segundos).
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Figura 4.12. Entrenamiento de discriminacién (n=13). A) La gréfica representa el
promedio y error estandar (SEM) de latencias de cruces (seg) en ensayos seguros Yy
ensayos peligrosos a través del tiempo (D1-D9). Se muestra, para cada dia, el
porcentaje de riesgo Yy la intensidad de la descarga eléctrica utilizados para entrenar
a los animales (D1-D3 10%, 0.5 mA intensidad; D4-D6 30%, 0.5 mA; D7 30%, 0.6 mA,;
D8 30%, 0.7 mA; D9 30%, 0.8 mA). Se encontraron mayores latencias de cruces (seg)
en ensayos peligrosos comparadas con los ensayos seguros. Estas diferencias en las
latencias de cruces fueron estadisticamente significativas, p=0.000, sobre todo al
comparar las latencias de cruces en ensayos seguros del primer dia de entrenamiento
(D1) versus el tercer (D3), cuarto (D4), quinto (D5), sexto (D6), séptimo (D7), octavo
(D8) y noveno dia (D9) de entrenamiento (prueba post hoc, p= **0.000). B)
Comparacion de las latencias de cruces (seg) en ensayos Seguros versus ensayos
peligrosos en el Ultimo dia de entrenamiento (D9). Se encontraron diferencias
significativas en las latencias de cruces de ensayos seguros comparadas con las
latencias de cruces obtenidas en los ensayos peligrosos; ***p=0.000. C) Ejemplo de
una sesion completa de discriminacion (30 ensayos). La grafica muestra las latencias
de cruces de 30 ensayos distribuidos en seguros y peligrosos, durante el Gltimo dia de
entrenamiento (D9).
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Para evitar que las diferencias obtenidas en el tercer dia disminuyeran,
aumentamos el porcentaje de riesgo a un 30% y continuamos con una
intensidad de 0.5 mA en los siguientes tres dias de entrenamiento (D4-D6).
Aumentar la probabilidad de aparicion de los ensayos peligrosos permitié que
los animales incrementaran sus latencias de cruce sélo en los ensayos
peligrosos, como puede observarse en el quinto dia de entrenamiento (D5, 49

segundos).

Un ligero decremento se observo en las latencias de cruces en ensayos
peligrosos, durante el sexto dia de entrenamiento (D6, 37 segundos); por lo
que, a partir del séptimo dia (D7) aumentamos la intensidad de la descarga
eléctrica 0.1 mA, por dia. De modo que, durante el dia 7 dimos una
intensidad de 0.6 mA, que aumenté a 0.7 mA durante el octavo dia de
entrenamiento, para asi, finalizar el entrenamiento con una intensidad de 0.8

mA en el ultimo dia de entrenamiento (D9).

Aumentar la intensidad de la descarga eléctrica durante los ultimos 3 dias
de entrenamiento, permiti6 que las latencias de cruces en ensayos peligrosos
incrementaran y se mantuvieran alrededor de los 45 segundos hasta el final
del entrenamiento. Mientras que, las latencias de cruces en ensayos seguros
se mantuvieron alrededor de los 20 segundos a partir del tercer dia de
entrenamiento y hasta ultimo dia de éste (D3= 20 seg, D4=23 seg, D5=21
seg, D6=18 seqg, D7=17 seqg, D8=18 seqg, D9=19 seQ).

Las diferencias encontradas en las latencias de cruces de ensayos
seguros comparados con las latencias de cruces en ensayos peligrosos a lo
largo del entrenamiento (D1-D9), resultaron ser estadisticamente significativas;
ANOVA (2 vias) de medidas repetidas; F g192= 3.61, p=0.000. Una prueba
Post Hoc (Tukey HSD) encontré diferencias significativas solo en las latencias
de cruces en ensayos seguros, al comparar el primer dia de entrenamiento
(D1, 54 seqg) vy el resto de dias de entrenamiento (D3= 20 seg, D4=23 seg,
D5=21 seg, D6=18 seg, D7=17 seg, D8=18 seg, D9=19 seg); p=0.000, a
excepcion del segundo dia (D2=35 seg) en donde no fueron significativas,
p=0.149.
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En cuanto al criterio de discriminacién, comparamos el promedio de las
latencias de cruces en ensayos seguros versus el promedio de las latencias de
cruces obtenidas en ensayos peligrosos del ultimo dia de entrenamiento y
encontramos diferencias estadisticamente significativas; t de Student para
muestra pareadas, t 12= 4.7, p= 0.000 (Figura 4.12B). Por lo que, el criterio de
discriminacion establecido para realizar la prueba de inhibicion activa del miedo

se cumplioé en este experimento.

Un ejemplo de una sesion completa (30 ensayos) del entrenamiento de
discriminacién se muestra en la figura 4.12C. Se graficaron las latencias de
cruces de 30 ensayos, distribuidos en seguros y peligrosos, del ultimo dia de

entrenamiento (D9) de un solo sujeto.

Los resultados obtenidos sugieren que, los animales aprendieron
eficazmente a discriminar entre la sefal apetitiva y la sefial aversiva para
indicar la ocurrencia de ensayos seguros y ensayos peligrosos. Lo cual, se ve
reflejado en el incremento de las latencias de cruces sélo en los ensayos
peligrosos y en la disminucion de las latencias de cruces en ensayos seguros
a lo largo del entrenamiento. Permitiéndonos asi, observar latencias de
cruces mayores en ensayos peligrosos que en los ensayos seguros y por

ende, la inhibicion activa del miedo de los animales ante el peligro.

Esta diferencia en las latencias de cruces no resultdé ser consecuencia de
que los animales pudieran sentir la presencia de la descarga eléctrica gracias a
los topes de acrilico, sino de la sefializacién del peligro mediante el ruido
blanco. Por lo que, después de este entrenamiento los animales estuvieron

listos para realizar la prueba de inhibicion activa del miedo.
IV. Prueba de inhibicion activa del miedo en busca de recompensas

Después de que los animales cumplieron el criterio de discriminacion de
p< 0.05 en el dltimo dia de entrenamiento, se realiz6 una prueba para evaluar
la inhibicién activa del miedo sélo con la presencia de la sefial apetitiva y la

sefal aversiva para indicar los ensayos peligrosos y seguros.

96



Para probar la inhibicién activa del miedo, durante un dia, se colocaron a
los animales en una de las zonas seguras de la caja de entrenamiento; a
continuacion se presentaron ensayos seguros y  peligrosos distribuidos

aleatoriamente.

Al igual que en el entrenamiento de discriminacion, los ensayos seguros
fueron sefalizados por la luz continua, mientras que, los ensayos peligrosos
fueron indicados soélo por la presencia del ruido blanco y la luz continua.
Ambos ensayos tuvieron una duracion maxima de 180 segundos, si los
animales cruzaron hacia la zona segura de la caja con disponibilidad de
comida (luz continua) antes de cumplirse este periodo de tiempo, un pellet de

se entregb como recompensa para cada tipo de ensayo.

Se permiti6 que los animales cruzaran un maximo de 30 ensayos,
distribuidos de manera aleatoria entre seguros y peligrosos y se establecié un
30% de riesgo para la probabilidad de aparicién de los ensayos peligrosos (9
ensayos peligrosos). Para evitar que los animales censaran la ausencia de la
descarga eléctrica, se colocaron dos topes de acrilico en las orillas de la parrilla

de la caja de entrenamiento.

Para evaluar la inhibiciobn activa del miedo, se registré el tiempo que
tardaron los animales en cruzar de una zona segura a otra y presionar la
palanca por comida (Latencias de cruces) y el tiempo que tardaron en
desplazarse de una zona segura a otra (desplazamientos); para ambos

ensayos.

La figura 4.13B, muestra el promedio de las latencias de cruces en los
primeros 7 ensayos seguros y el promedio de las latencias de cruces
obtenidas en los 3 primeros ensayos peligrosos. Graficamos y comparamos el
promedio individual de las latencias de cruces de cada sujeto obtenido durante

los ensayos seguros y peligrosos (lineas y puntos grises).
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Figura 4.13. Prueba de inhibicién activa del miedo en busca de recompensas
(n=13). A) Prueba con descarga eléctrica, se muestra el promedio de las latencias de
cruces en ensayos seguros y peligrosos en el ultimo dia de discriminacion (D9). Las
cuales resultaron ser estadisticamente diferentes al comparar ambas condiciones,
***n=0.000. Los puntos y lineas grises comparan el promedio individual de las
latencias de cruces de las 13 ratas para cada condicion (ensayos seguros y
peligrosos). B) Prueba sin descarga eléctrica, se graficd el promedio de las latencias
de cruces en ensayos seguros y ensayos peligrosos presentados en ausencia de la
descarga eléctrica. De manera individual se muestra el promedio de las latencias de
cruces de todos los animales, comparando los ensayos seguros versus los ensayos
peligrosos (lineas y puntos grises). Se encontraron diferencias significativas al
comparar los ensayos seguros versus los ensayos peligrosos, ***p=0.000. C)
Comparacion de las latencias de cruces y el tiempo de desplazamiento en ensayos
seguros y peligrosos. No se encontraron diferencias significativas al comparar el
tiempo que tardaron los animales en desplazarse y el tiempo que tardaron en
presionar la palanca por comida después del desplazamiento en ambos ensayos;
p=0.885.
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Se encontré que, las latencias de cruces en ensayos seguros fueron de 15
segundos, mientras que, las latencias de cruces en ensayos peligrosos fueron
de 37 segundos. El promedio individual de las latencias de cruces para cada
sujeto, muestra que todos los animales respondieron de manera diferenciada
ante los ensayos seguros y peligrosos, sin embargo, en todos se observo un
promedio mayor de las latencias de cruces en los ensayos peligrosos con

respecto a lo obtenido en ensayos seguros

Las diferencias encontradas en las latencias de cruces, al comparar los
ensayos seguros versus los peligrosos, resultaron ser estadisticamente
significativas; t de Student para muestras pareadas, t (12= 4.45, p=0.000. Lo
cual, sugiere que todos los animales inhibieron su miedo activamente ante el

peligro; a pesar de que la descarga eléctrica no estuvo presente.

Para evaluar si la inhibicion activa del miedo encontrada durante la prueba
sin descarga difiere de la inhibicion activa del miedo en condiciones en donde
la descarga eléctrica estuvo presente, realizamos un ANOVA (2 vias) de
medias repetidas y comparamos las latencias de cruces en ensayos seguros y
peligrosos durante el dltimo dia de discriminacion (Figura 4.13A) versus las
latencias de cruces obtenidas en ambos ensayos durante la prueba sin
descarga. No se encontraron diferencias significativas en la inhibicién activa
del miedo con presencia y ausencia de la descarga eléctrica; F (124= .71,
p=0.405. Pero si se encontraron diferencias significativas entre los ensayos
seguros y peligrosos para ambas pruebas analizadas F (124= 12.15, p=0.001.
Con lo cual, podemos inferir que los animales aprendieron eficazmente a
predecir la ocurrencia de los ensayos peligrosos ante la presencia de una sefial

aversiva/peligrosa y no por la presencia directa de la descarga eléctrica.

Para asegurarnos de que los animales realmente inhibieron activamente su
miedo ante el peligro para obtener una recompensa, evaluamos el tiempo que
tardaron los animales en desplazarse de una zona segura a otra durante los
ensayos seguros y peligrosos. Si los animales no cruzaron de manera azarosa
en condiciones seguras Yy peligrosas, se espera que el tiempo de

desplazamiento y las latencias de cruces no difieran entre si. Los datos de los
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desplazamientos en ensayos seguros y peligrosos, se muestran en la figura
4.13C.

Graficamos el promedio grupal de los desplazamientos en los primeros 7
ensayos seguros, comparado con los primeros 3 ensayos peligrosos y lo
comparamos con los resultados obtenidos en las latencias de cruces. Se
encontré que, en ensayos seguros, el tiempo de desplazamientos de los
animales fue de 12 segundos, mientras que, en ensayos peligrosos fue de 34
segundos. Comparado con los resultados obtenidos en las latencias de cruces
para ambas condiciones, observamos que en promedio, los animales solo
tardaron 3 segundos en presionar la palanca por comida después de haberse

desplazado.

La diferencia de tiempo entre los desplazamientos y las latencias de cruces
para ambos ensayos, se analizé con un ANOVA (2 vias) de medias repetidas y
no se encontraron diferencias estadisticamente significativas; F (124= 0.02,
p=0.885, sugiriendo que el impulso apetitivo por la recompensa estuvo
presente durante la inhibicion activa del miedo y que por ende las latencias de
cruces mayores obtenidas en los ensayos peligrosos no se debieron a que los

animales no estuvieran motivados a buscar comida.
V. Extincion de la respuesta de inhibicién activa del miedo

Al realizar la prueba de inhibicién activa del miedo observamos que los
animales comenzaron a disminuir notablemente las latencias de cruces y
desplazamientos durante los ensayos peligrosos, lo cual, se pudo deber a una
posible extincién de la respuesta de inhibicién activa del miedo ante el peligro,
debido a la continua repeticién de la sefial aversiva-peligrosa en ausencia de

la descarga eléctrica.

Para evaluar la extincion, comparamos las latencias de cruces de los 9
ensayos peligrosos presentados durante la prueba de inhibicién activa del
miedo (Figura 4.14A). Encontramos que a partir de la tercera presentacion del
peligro (18 segundos) las latencias de cruces disminuyeron notablemente,
respecto a las latencias de cruces obtenidas durante la primera (40 segundos)

y segunda presentacion del peligro (38 segundos). Esta disminucion en las
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latencias de cruces continué durante las presentaciones restantes de ensayos

peligrosos (Figura 4.14B).
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Figura 4.14 Extincién de la respuesta de inhibicion activa del miedo (n=13) A)
La grafica muestra el promedio de las latencias de cruces a lo largo del tiempo. Se
encontraron diferencias estadisticamente significativas de las latencias de cruces a
través de los 9 ensayos peligrosos presentados; ***p=0.000. Sobre todo, al comparar
el primer ensayo peligroso con respecto a los 7 Ultimos ensayos; p< 0.05 (Tukey
HSD). B) Resumen de la extincion en la inhibiciébn activa del miedo. La gréfica
muestra la comparacion de las latencias de cruces del primer ensayo peligroso
presentado (1) con respecto al dltimo ensayo (9) presentado; ***p=0.002. C) Se
muestra el promedio y error estdndar de las latencias de cruces de los 21 ensayos
seguros presentados durante prueba de inhibicion activa del miedo sin descarga
eléctrica. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas al comparar las
latencias de cruces durante los 21 ensayos seguros presentados; p=0.313. D)
Resumen de la presentacion de ensayos seguros. Se compararon las latencias de
cruces (seg) del primer ensayo seguro (1) versus el Ultimo ensayo seguros
presentado (21).
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Las diferencias encontradas en las latencias de cruces a través de los 9
ensayos peligrosos fueron estadisticamente significativas; ANOVA (1 via) de
medidas repetidas, F ggg= 5.12, p=0.000. Especialmente, al comparar el
primer ensayo peligroso (40 seg) con la tercera (ensayo 3= 18 seg, p=0.032),
cuarta (ensayo 4=7seg, p=0.0219), quinta (ensayo 5= 15 seg, p= 0.0072), sexta
(ensayo 6=16 seg, p=0.018), séptima (ensayo 7=14 seg, p= 0.005), octava
(ensayo 8 =15 seg, p =0.008) y novena (ensayo 9=12 seg, p= 0.002)
presentacion de ensayos peligrosos; segun lo arrojado por una Prueba Post
Hoc (Tukey HSD).

En cuanto a los ensayos seguros, no observamos cambios significativos en
las latencias de cruces de los 21 ensayos presentados durante la prueba de
inhibicion activa del miedo (ANOVA (1 via) de medidas repetidas; F (20240)=
1.16; p=0.313), como lo muestra la figura 4.14C. De modo que, durante toda la
prueba de inhibicién activa del miedo, los animales tardaron el mismo tiempo

en cruzar los ensayos seguros, alrededor de 10 segundos (Figura 4.14 D).

Los resultados sugieren que los animales comenzaron a extinguir el miedo
ante la presencia de los ensayos peligrosos, debido a la repetida presentacion
de estos en ausencia de la descarga eléctrica; lo cual, se ve reflejado en una
disminucién significativa de las latencias de cruces en ensayos peligrosos del
primer y ultimo ensayo presentado. Pero no asi en los ensayos seguros (Figura
44CyD)

Los resultados encontrados sugieren que, los animales mostraron una
inhibicién activa del miedo ante una experiencia (ruido blanco) para poder
obtener una recompensa, lo cual, se ve reflejado en mayores latencias de
cruces para obtener la recompensa en ensayos peligrosos, comparado con las
latencias obtenidas en ensayos seguros. Observamos que esta diferencia
significativa en ambos ensayos, fue un patrén conductual que mostraron todos
los animales. Asi mismo, encontramos que no hubo diferencias significativas
en la inhibiciébn activa del miedo en ausencia y presencia de la descarga
eléctrica; por lo que, podemos inferir que los animales aprendieron eficazmente

a asociar el ruido blanco con una experiencia peligrosa.
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4.3.4 Discusion experimento 3
Durante este experimento, pudimos replicar los resultados obtenidos en el

entrenamiento de asociacion de la luz continua con la disponibilidad de comida;
observamos una preferencia significativa del palanqueo en condiciones con
presencia de la luz continua. Sin embargo, observamos en estos animales,
gue no hubo una preferencia inicial tan alta por palanquear en condiciones
oscuras. Creemos que esto pudo deberse a que en este experimento pudimos
evaluar una muestra mayor (n=13), comparado con la evaluada durante el

experimento anterior (n=6).

Asi mismo, pudimos comprobar que después de este entrenamiento, son
necesarios so6lo 3 dias de entrenamiento de cruces seguros para que los
animales aprendan a buscar comida guiados por la presencia de la sefal
apetitiva; y que las minimas latencias de cruces y desplazamientos que
pueden tener los animales, durante este entrenamiento, son alrededor de 9

segundos y 6 segundos respectivamente.

En cuanto al entrenamiento de asociacién aversiva-peligrosa, durante la
adquisicion del condicionamiento al miedo, tratamos de mejorar el porcentaje
de inmovilizacién ante el ruido blanco; asi mismo, tratamos de que la descarga
eléctrica no dependiera de la temporalidad del ruido blanco. Por lo que,
aumentamos dias de entrenamiento del condicionamiento y programamos la
descarga eléctrica, para que se presentara de manera aleatoria. Sin embargo,
contrario a lo esperado, el dia de la prueba del condicionamiento se observé un
bajo porcentaje de inmovilizacion (34 %) ante la presencia del ruido blanco y un
alto porcentaje de inmovilizacion durante la ausencia de cualquier estimulo
(PRE, <20%), a pesar de que en este experimento expusimos durante mas
tiempo a los animales sélo al contexto. Aln asi, encontramos diferencias
significativas ante la ausencia y presencia del ruido blanco, lo que nos permitio

continuar con el entrenamiento.

Otro cambio importante que realizamos durante el entrenamiento de la
sefal aversiva peligrosa, fue entrenar a los animales a evitar el peligro antes
gue ensefiarlos a discriminar; por lo que, al igual que en el entrenamiento

apetitivo-seguro, les presentamos durante varios dias ensayos de cruces
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Unicamente peligrosos. Se observé que los animales aprendieron a detectar el
peligro, respondiendo con un incremento del porcentaje de ensayos evitados a

lo largo del entrenamiento.

En cuanto a la discriminacibn de ensayos, creemos que todas las
modificaciones realizadas en el entrenamiento aversivo-peligroso permitieron
qgue los animales lograran discriminar efectivamente y de manera significativa
entre una condicidn segura y una peligrosa (criterio de discriminacién p<0.05).
Lo cual, pudo observarse a partir del tercer dia de entrenamiento en donde las
latencias de cruces para ambos ensayos comenzaron a separarse, teniendo

latencias de cruces mayores en los ensayos peligrosos.

Detectamos también que, es importante en este entrenamiento no solo
aumentar el porcentaje de riesgo conforme a lo dias de entrenamiento, sino
también, variar con las diferentes intensidades aversivas de la descarga
eléctrica para evitar que la respuesta en los ensayos peligrosos disminuya
debido a una habituacién de la descarga eléctrica. Encontramos asi que, hasta
con una intensidad alta de 0.8 mA permite que los animales inhiban su miedo

activamente ante el peligro para obtener una recompensa.

Otro dato importante que observamos en este entrenamiento fue que las
latencias de cruces en ensayos seguros se mantuvieron constantes a lo largo
del entrenamiento; a pesar de las modificaciones realizadas para manipular los
ensayos peligrosos. Con lo cual, podemos inferir una clara asociacién de las
sefales ambientales con su respectiva consecuencia apetitiva o aversiva y por
ende un eficiente aprendizaje en la discriminacion de ensayos seguros y

peligrosos.

Esta discriminacién no fue consecuencia de que los animales detectaran la
presencia de la descarga eléctrica debido a los topes de acrilico utilizados para
evitar que los animales censaran la presencia o ausencia de ésta; lo cual pudo
verse reflejado en el dia de prueba de la inhibicién activa del miedo donde, a
pesar de que no estuvo presente la descarga eléctrica, los animales tuvieron

latencias similares a lo encontrado en el entrenamiento de discriminacion.
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La prueba de inhibicién activa del miedo fue evaluada por primera vez, en
este experimento y encontramos diferencias significativas en las latencias de
cruces entre ensayos seguros y peligrosos. Esta diferencia sugiere que los
animales inhibieron su miedo activamente a una experiencia peligrosa para

obtener una recompensa.

Las latencias de cruces encontradas en ensayos peligrosos y latencias
menores durante ensayos seguros, no difirieron significativamente de lo
obtenido durante la prueba con presencia de la descarga eléctrica. Asi mismo,
observamos que la distribucién de los animales de manera individual para
ensayos seguros y peligrosos indica que cada animal responde de manera
diferente ante el peligro. En algunos animales se observo que las latencias de
cruces superaron los 60 segundos, mientras que, en otros se vieron latencias
de cruces inferiores a los 20 segundos. Sin embargo, a pesar de estas
diferencias individuales en todos los animales observamos el mismo patrén de
inhibicion activa del miedo (mayores latencias en ensayos seguros). Lo cual
puede hablarnos de caracteristicas especificas de cada sujeto, para regular

el miedo en condiciones en donde hay una recompensa disponible.

De igual modo, encontramos que las latencias de cruces mayores en
ensayos peligrosos no se debieron a que los animales no estuvieran
hambrientos, o motivados por el impulso apetitivo de la recompensa; lo cual
corroboramos con la comparacion de las latencias de cruces vy

desplazamientos en ambos ensayos.

Por dltimo, encontramos que la extincion de la inhibicién activa del miedo
es un proceso rapido que puede observarse a partir del tercer ensayo peligroso

gue se presenta sin descarga eléctrica.

A modo de conclusién, podemos inferir que la estandarizacion de la tarea
conductual para la inhibicibn activa del miedo se logré6 después de 3
experimentos probados con diferentes pardmetros y entrenamiento
conductuales. Asi mismo estos experimentos nos permitieron disefiar un
protocolo conductual estable y reproducible para estudiar la inhibicion activa del

miedo en busca de recompensas (Tabla 4.1).
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Etapa Subetapa Dias | Parametros Repuesta
conductua
Entrenamiento | 1.- Asociacion 6 Ensayos con luz: Palanqueo/min
apetitivo luz-comida 5-20palanqueos/min | (luz/no luz)
P Ensayos sin luz:
30- 180 seg
Luz continua Latencias de
2.-Cruces seguros 5 Duracién maxima= cruces (seg)
180 seg
Entrenamiento | 1.-Condicinamiento | 6 5 Presentaciones % de
aversivo al miedo: EC-EI inmovilizacion
-Exposicion al EC: Ruido blanco,
contexto 30 segundos, 85db
- Adquisicion del El: Descarga
Condicionamiento eléctrica de 0.5 mA,
aleatorio durante 1 seg
Prueba de
2.-Prueba de. 1 condicionamiento
Condicionamiento 2 presentaciones
E% bl % de
ruido blanco,30 seg, Inmovilizacién
85db
3.-Cruces 5 0.5 Intensidad de
peligrosos descarga eléctrica
Ruido blanco 85 db
Duracién méaxima % de evitacion
(30-120 seq)
Discriminacién | 1.-Baja intensidad | 3 0.5 mA, 10% de Latencias de
de ensayos bajo riesgo. riesgo cruces (seg)
2.-Baja intensidad, |3 0.5 mA, 30% d
mediano riesgo. riesgo
3.- Mediana 1
intensidad, 0.6 mA, 30% de
mediano riesgo. riesgo
4.- Alta intensidad,
mediano riesgo. 1 0.7 mA, 30% de

riesgo
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5.- PrePba

0.8 mA, 30% de
riesgo

Prueba de
inhibicién
activa del

miedo

Prueba sin
descarga eléctrica

Sin descarga
eléctrica, 30% de
riesgo

Latencia de
cruces (seg)

Tabla 4.1. Protocolo conductual de la inhibicién activa del miedo en busca de
recompensas. Se describe brevemente, por etapa conductual, los parametros de
entrenamiento, los dias, y la respuesta conductual para evaluar el desempefio de los
animales durante el entrenamiento de inhibicién activa del miedo en busca de

recompensas.
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CAPITULOV

DISCUSION

Debido a que no existen tareas conductuales que permitan estudiar los
mecanismos cerebrales de la inhibicion activa del miedo en busca de
recompensas, el objetivo de este proyecto fue desarrollar y estandarizar la
primera tarea conductual para estudiar como se regula el miedo en condiciones
en donde hay una recompensa disponible. Nuestra tarea conductual consiste
en simular un conflicto motivacional en donde dos estimulos, uno aversivo y
otro apetitivo, compiten por regular la conducta de los animales, tal como
ocurre en la naturaleza. De modo que, se desafia a los animales a elegir
acercarse a una recompensa (comer) a pesar de la existencia de un peligro

inminente (temer).

El desafio conductual de comer a pesar del miedo se desarroll6 en un
equipo automatizado y programable que consiste en una caja rectangular de
plexiglas dividida en tres compartimentos. Dos de los compartimentos de la
caja fueron utilizados como zonas seguras, en donde nunca se presento la
descarga eléctrica y los animales pueden recibir comida al presionar una
palanca. Por su parte, la zona central de la caja esta conformada por una
parrilla de acero inoxidable disefiada para entregar descargas eléctricas en las

patas de los animales.

Debido a que estdbamos interesados en conocer cédmo las experiencias
aversivas o apetitivas pueden dirigir la conducta emocional de los animales,
utilizamos dos estimulos ambientales para ser asociados con la disponibilidad
de comida y con la presencia de una descarga eléctrica. De este modo, los
animales aprendieron a predecir en qué zona segura de la caja estuvo
disponible la comida y en qué momento fue seguro (ensayos seguros sin
descarga eléctrica) o peligroso (ensayos peligrosos con descarga eléctrica)
cruzar por ella. En ambas condiciones, ensayos seguros y peligrosos, se
evalué el tiempo en que tardaron los animales en cruzar por la comida
(latencias de cruces). Se tomé como una medida operacional de la inhibicion
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activa del miedo para obtener una recompensa las latencias de cruces mayores

en ensayos peligrosos que en los seguros.

Encontramos que, a pesar de que aprendieron a predecir la ocurrencia de
un evento peligroso, la mayoria de los animales respondieron inhibiendo su
miedo activamente y enfrentando una experiencia peligrosa para poder obtener
la recompensa. Lo cual, se vio reflejado en latencias de cruces mayores en
ensayos peligrosos que en ensayos seguros obtenidos en una prueba de
inhibicion activa del miedo (ver figura 4.13B). Para poder obtener esta
diferencia de latencias en ensayos seguros y peligrosos, es decir que los
animales inhibieran activamente su miedo, fue necesario realizar 3
experimentos con diferentes parametros y entrenamientos conductuales.
Siendo el Ultimo experimento, el que nos permiti6 desarrollar un protocolo
conductual fiable para estudiar la inhibiciobn activa del miedo en busca de

recompensas.

A lo largo de la presentacién de los resultados se fue incluyendo una
seccién de discusion en la que se plantearon los logros y las fallas de cada
experimento sin profundizar en el andlisis conductual de cada fase. A
continuacion se discutiran los mecanismos conductuales de la inhibicion activa
del miedo en condiciones en donde hay una recompensa disponible, tomando
en cuenta las leyes establecidas que rigen la modificaciéon de la conducta.
Finalmente se discutirAn en una seccion de perspectivas los posibles
mecanismos cerebrales que subyacen a la conducta de inhibicién activa del

miedo en busca de recompensas.

5.1 Mecanismos conductuales de la inhibicion activa del miedo en
busca de recompensas

Durante la implementacién de la tarea conductual de temer o comer,
encontramos que son necesarios al menos tres entrenamientos conductuales
para que los animales aprendieran a inhibir activamente su miedo y obtener
una recompensa basados en los principios conductuales del condicionamiento
clasico e instrumental. Dos de los entrenamientos conductuales consistieron en

la asociacion de dos estimulos ambientales con una consecuencia apetitiva o
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segura, y una consecuencia aversiva o peligrosa (entrenamiento apetitivo-
seguro y entrenamiento aversivo-peligroso). Mediante estos estimulos, y su
respectiva asociacion motivacional, entrenamos a los animales en la busqueda
de recompensas. Mientras que, el tercer entrenamiento (discriminacion de
ensayos) consistio en la discriminacion de ensayos seguros y peligrosos que
fueron sefialados por los estimulos previamente asociados. Estos estimulos
permitieron indicar a los animales en qué momento fue seguro o peligroso
acercarse a la recompensa, para después poder evaluar el conflicto
motivacional de elegir comer a pesar del peligro en una prueba de inhibicion
activa del miedo. A raiz de estos entrenamientos se discutiran los parametros
conductuales mas importantes que permitieron la implementacion de un
protocolo conductual fiable para estudiar la inhibicion activa del miedo en

busca de recompensas.

5.1.1 Entrenamiento apetitivo-seguro: uso de reforzadores primarios y
estimulos discriminativos

Para entrenar a los animales a asociar un estimulo ambiental con una
consecuencia apetitiva utilizamos procedimientos conductuales del
condicionamiento instrumental. Mediante el condicionamiento instrumental,
entrenamos a los animales a presionar una palanca (respuesta instrumental)
para obtener una recompensa o reforzador. En la mayoria de los
entrenamientos instrumentales suelen utilizarse reforzadores primarios para
incrementar una respuesta instrumental especifica (lversen and Lattal 1991).
Los reforzadores primarios son estimulos que de manera natural tienen una
importancia biol6gica para la supervivencia de los animales, como la comida, el
agua y estimulos relacionados con la conducta sexual. El reforzador primario
que mas se utiliza en el condicionamiento instrumental es la comida (lversen
and Lattal 1991, Chance 2003). Por lo que, decidimos utilizar comida en

pellets de 45 mg como reforzadores o recompensas.

Otro aspecto importante en el condicionamiento instrumental, es el uso de
Estimulos Discriminativos (E+) para condicionar la respuesta instrumental de
palanqueo (Tarpy and Bourne 1982, Domjan, Grau et al. 2010). Un E+ es un

estimulo ambiental, como luces, sonidos, olores y claves contextuales, que
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controlan el desempefio de la conducta instrumental al sefalizar la
disponibilidad o ausencia del reforzamiento (Domjan, Grau et al. 2010). Para
nuestra tarea conductual, optamos por utilizar una luz amarilla continua como

E+ para entrenar a los animales durante el entrenamiento apetitivo.

El uso del E+ durante el moldeamiento de la respuestas instrumental, por
lo general, es suficiente para que los animales aprendan a presionar la palanca
solo cuando éste se encuentra presente (Silverman 1978, Domjan, Grau et al.
2010). Durante el entrenamiento apetitivo, del primer experimento realizado,
nos dimos cuenta de que la presentacion del E+ so6lo durante el moldeamiento
no era suficiente para que los animales aprendieran a cruzar por comida
guiandose por esta sefal apetitiva (ver figura 4.1). Por lo que, fue necesario
implementar un entrenamiento conductual, entrenamiento luz-comida, para
mejorar la asociacion de la luz continua amarilla con la disponibilidad de

comida.

El entrenamiento luz-comida consistio en presentar ensayos aleatorios en
donde estuvo presente el E+ (presencia de la luz) y ensayos en donde no lo
estuvo (ausencia de la luz); se reforz6 el palanqueo de los animales sé6lo en
presencia del E+. Con este entrenamiento fue posible que los animales
incrementaran la respuesta instrumental de palanqueo cuando el E+ se
presentd y que disminuyera cuando el E+ estuvo ausente, es decir, que los
animales aprendieran a presionar la palanca por comida soélo en presencia de

la luz continua amarilla y no en ausencia de ésta (ver figuras 4.4y 4.8).

Este tipo de entrenamiento conductual ya se ha implementado en algunos
estudios instrumentales en donde se ha tratado de evaluar que tanto un E+
puede controlar la conducta instrumental (Chance 2003, Domjan, Grau et al.
2010). En uno de estos estudios se presenté de manera aleatoria ensayos con
presencia y ausencia del E+, en los cuales, sélo se reforzaba la respuesta
instrumental cuando el E+ estuvo presente. Con lo cual, al igual que nosotros,
consiguieron un incremento y decremento de la respuesta instrumental en

funcion de la presencia o ausencia del E+ (Jenkins and Harrison 1960).
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En conjunto, podemos estar seguros de la funcionalidad de los
procedimientos conductuales utilizados para entrenar a los animales a asociar
una luz continda amarilla como una sefial apetitiva. Esta asociacion fue de vital
importancia dado nuestro interés particular en que los animales aprendieran a

cruzar por la comida guiandose por una sefal apetitiva.

5.1.2 Entrenamiento aversivo-peligroso: uso del condicionamiento cldsico

Para el entrenamiento aversivo-peligroso utilizamos los procedimientos
conductuales del condicionamiento clasico al miedo, con el cual, entrenamos a
los animales a asociar un estimulo ambiental (EC) con un estimulo
naturalmente aversivo (El). Para el condicionamiento al miedo fue necesario
probar diferentes estimulos y parametros conductuales para mejorar la

asociacion EC-El en los animales, los cuales se discutiran a continuacion:
a) Eleccion del EC correcto

En el primer experimento realizado utilizamos una luz amarilla intermitente
como EC. Varios estudios de condicionamiento al miedo han reportado el uso
de estimulos visuales como ECs y han encontrado que resultan buenos
estimulos para ser asociados con estimulos naturalmente aversivos (Silverman
1978, Kim and Jung 2006, Domjan, Grau et al. 2010). En nuestro
condicionamiento al miedo, el uso de la luz intermitente como EC tuvo buenos
resultados para ser asociado con el El (ver figura 4.2). Sin embargo, en
entrenamientos posteriores, los animales no lograron discriminar entre la luz
intermitente como sefal aversiva y la luz continua como sefal apetitiva al ser
presentadas de manera simultanea (ver figura 4.3). De modo que, fue
necesario utilizar un estimulo con diferente entrada sensorial para ser utilizado

como EC.

Elegimos utilizar un estimulo auditivo, como el ruido blanco, para ser
asociado con un estimulo aversivo. El ruido blanco utilizado como EC en
nuestros condicionamientos, al igual que en otros estudios de
condicionamiento al miedo (Servatius and Shors 1994, Maren, Yap et al. 2001),

resulté ser eficaz para predecir la ocurrencia de un evento aversivo y para que
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los animales aprendieran a discriminarlo como una sefial aversiva (ver figura
4.7).

b) Eleccion del El correcto

Como estimulo naturalmente aversivo utilizamos una descarga eléctrica.
Las descargas eléctricas como ElI son muy populares en los estudios de
condicionamiento al miedo (LeDoux 2000, Kim and Jung 2006, Johansen, Cain
et al. 2011), porque ademas de resultar aversivas para los animales, tienen
grandes ventajas para ser manipuladas como estimulos aversivos. Por
ejemplo, una descarga eléctrica puede ser regulada con gran precisién y su
intensidad puede ajustarse para evitar ocasionar un dafio fisico en los animales
(Domjan, Grau et al. 2010).

Una caracteristica importante a considerar en los Els es su intensidad. En
diferentes procedimientos de condicionamiento clasico se ha observado que las
RCs mas fuertes se obtienen cuando se emplean Els mas intensos (Tarpy and
Bourne 1982, Chance 2003, Domjan, Grau et al. 2010). La intensidad de los
Els es un elemento clave en la saliencia o notoriedad de los estimulos que
permite que éstos sean mas significativos para los animales, lo cual, facilita el
aprendizaje del condicionamiento clasico (Mackintosh 1994). Por lo que, la
intensidad de EI utilizada en nuestros entrenamientos conductuales de miedo y

peligro, fluctué en unrango de 0.5 mA a 0.8 mA.

Observamos que este rango de intensidad (0.5 mA-0.8 mA) del EI no fue ni
muy bajo como para no ser significativo para los animales, ni muy alto como
para causar dafios en los mismos. De hecho, nuestro rango de intensidades de
la descarga eléctrica corrobora con otro estudio de condicionamiento al miedo
en donde se evaluaron diferentes intensidades de la descarga eléctrica y su
relacion con los niveles de inmovilizacion de los animales; en el cual, utilizaron
un rango de intensidad de 0.4 mA a 0.8 mA (Young and Fanselow 1992). Asi
pues, nuestro rango de intensidades utilizadas en los entrenamientos del
condicionamiento y peligro esta dentro de lo utilizado por otros estudios que

han tenido éxito condicionando a los animales.

113



Sin embargo, a pesar de que utilizamos una correcta intensidad del El, en
la mayoria de nuestros condicionamientos al miedo no obtuvimos altos
porcentajes de inmovilizacion ante la presencia del EC (ver figura 4.6). Para
mejorar el porcentaje de inmovilizacion de los animales, a lo largo de los
experimentos realizados, se hicieron varias modificaciones en el
condicionamiento al miedo (se discutirAn mas delante, en la seccion de
perspectivas futuras) sin ningun resultado efectivo. En futuros experimentos es
necesario que se exploren mas intensidades de la descarga eléctrica para
evaluar qué rango de intensidad nos permite mejorar los niveles de
inmovilizacion sin perjudicar la respuesta de inhibicion activa del miedo en

busca de recompensas.
c) Contingencia y Contiguidad

Por otra parte, como se menciono al inicio de esta tesis, un factor
importante en los entrenamientos de condicionamiento clasico al miedo es la
relacion de contigliidad y contingencia de los estimulos. En todos nuestros
condicionamientos al miedo tratamos de respetar la relacion de contigtidad y
de contingencia realizando lo siguiente: durante 5 veces presentamos la
relacion EC-El en el 100% de las veces (contingencia), asi como también el El
fue presentado al menos 0.5 segundos antes de la terminacion del EC
(contiguidad). Lo cual, es un procedimiento realizado en la mayoria de los
entrenamientos reportados de condicionamiento al miedo (Ilversen and Lattal
1991, Levin and Buccafusco 2006, Johansen, Cain et al. 2011). Sin embargo, el
gue siempre se presente el El hacia el final del EC puede provocar una
asociacion temporal de los estimulos. Es decir, que los animales aprendan a
responder ante el EC sélo hasta el final de su presentacion y no durante toda
su exposicion del EC. Una asociacién temporal entre el EC y El fue un
problema que observamos en la mayoria de nuestros animales durante los
primeros experimentos realizados para estandarizar la conducta. Para evitar
este problema, programamos la presentacion del EI de manera aleatoria; es
decir, para que se presentara al inicio, en medio o al final de la presentacién del
EC. Con lo cual, no se viol6 la relaciéon de contigiiidad y evitamos la variable de
temporalidad que afectaba nuestros entrenamientos posteriores como la
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discriminacion de ensayos. De hecho, este procedimiento de aleatoriedad del
El ya habia sido reportado previamente por un estudio interesado en evitar
precisamente las variables de temporalidad durante el condicionamiento al

miedo (Pefia, Engineer et al. 2013).

5.1.3 Entrenamiento aversivo-peligroso: uso del condicionamiento
instrumental

Después de que los animales aprendieron la asociacion EC-EI, el siguiente
paso fue entrenarlos a evitar el peligro antes de pasar al entrenamiento de
discriminacion. Para lo cual, utilizamos los procedimientos conductuales del
condicionamiento instrumental y disefiamos el entrenamiento de cruces
peligrosos. A continuacion se discutiran los elementos mas importantes del
entrenamiento de cruces peligrosos de acuerdo a los ya establecido por el

condicionamiento instrumental.
a) Generalizacion del condicionamiento al miedo

El objetivo del entrenamiento de cruces peligrosos fue que los animales
aprendieran a generalizar lo aprendido durante el condicionamiento al miedo a
la conducta instrumental de buscar comida guiados por el EC. Para este
entrenamiento, presentamos a los animales ensayos de cruces peligrosos con
un porcentaje del 100% del riesgo. Los cruces peligrosos estuvieron
sefalizados por el ruido blanco junto con la descarga eléctrica (EC-EI), al igual
que, por la presencia del E+ para indicar en qué lado de la caja estaria
disponible la comida. Asi, siempre que los animales cruzaran por comida
recibieran la descarga eléctrica. Gracias a este entrenamiento, fue posible que
los animales mejoraran la relacion del EC con el El extrapolado a la conducta
instrumental de buscar comida. Asi mismo logramos disminuir la conducta de
escape que la mayoria de los animales tuvieron al iniciar los entrenamientos de
discriminacion.

b) Uso de reforzadores y castigos
El entrenamiento de cruces peligroso puede ser interpretado de dos

maneras, por un lado, es posible que los procedimientos utilizados en este

entrenamiento estén relacionados con las contingencias negativas de los
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procedimientos instrumentales de evitacién. En estos procedimientos, como ya
se ha mencionado, el reforzamiento negativo de una respuesta instrumental
finaliza o previene la entrega de un estimulo aversivo (Chance 2003, Domjan,
Grau et al. 2010). En nuestro entrenamiento la respuesta instrumental a
incrementar, después de la asociacion EC-EI, fue la evitacion de los cruces
peligrosos; es decir, que los animales dejaran de cruzar. Mientras que, el
reforzador negativo que permitio el incremento de la respuesta instrumental fue
la evasién de la descarga eléctrica. Por lo que, es posible que nuestro
entrenamiento esté relacionado con los procedimientos de evitacion pasiva del
miedo, en donde los animales aprenden a dejar de hacer algo especifico a fin

de evitar un evento aversivo (Silverman 1978, Kim and Jung 2006).

La otra forma en que pudiera ser interpretado el entrenamiento de cruces
peligrosos es mediante los procedimientos instrumentales que disminuyen la
frecuencia de ocurrencia de una respuesta instrumental, es decir, mediante el
castigo positivo. En los procedimientos de castigo positivo, como se describié
previamente, la realizacion de una respuesta instrumental produce la entrega
de un estimulo aversivo (Pearce and Pearce 1997, Chance 2003, Domjan,
Grau et al. 2010). En nuestro entrenamiento, la respuesta instrumental que
disminuy6 con el castigo positivo fue el escape de los animales al iniciar el EC;
es decir que cruzaran de manera inmediata al escuchar el ruido blanco.
Mientras que, el castigo positivo que permitié el decremento de la conducta de
escape fue la descarga eléctrica; que siempre fue consecuente con la conducta
de escape. Los efectos del castigo positivo también han sido explicados como
parte del entrenamiento de la evitacién pasiva del miedo (Levin and Buccafusco
2006). De modo que, es posible que los resultados encontrados con nuestro
entrenamiento de cruces peligroso tengan mucho que ver con los efectos
positivos (incremento de la evitacion del peligro) y negativos (decremento de la

conducta de escape) de ambos procedimientos instrumentales.

En conjunto, podemos concluir que los procedimientos conductuales
utilizados en el entrenamiento de la sefal aversiva peligrosa fueron éptimos
para asociar al ruido blanco como el predictor de un peligro inminente. En el

condicionamiento al miedo el uso del ruido blanco funciondé correctamente
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como EC y mejor6 notablemente como sefial aversiva en entrenamientos
posteriores. Observamos también bajos niveles de la RC durante el
condicionamiento al miedo, sin embargo, el haber realizado el entrenamiento
de los cruces peligrosos parecié haber ayudado a la asociacion de este
estimulo con la descarga eléctrica. Lo cual se vio reflejado en los

procedimientos de discriminacion.

5.1.4 Entrenamiento de discriminacion

El entrenamiento de discriminacién de ensayos seguros y peligrosos
somete a los animales por segunda vez al conflicto motivacional entre
estimulos apetitivos y aversivos (ensayos peligrosos), que compitieron por
regular la conducta de aproximacion a las recompensas y evitacion del peligro
de los animales. La primera vez que se presento6 el conflicto motivacional a los
animales fue en los cruces peligrosos, donde la motivacion aversiva fue tan
alta (100% de riesgo) que no permitié que los animales inhibieran activamente
su miedo. En la discriminacion de ensayos, a diferencia de los cruces
peligrosos, se tuvo que jugar con un balance motivacional entre el peligro y la
recompensa que permitiera la expresion de la inhibicion activa del miedo de los
animales. Dicho de otro modo, que el peligro no fuera lo suficientemente alto o

bajo como para evitar que los animales inhibieran activamente su miedo.

La manera en como controlamos el balance motivacional entre el peligro y la
recompensa fue mediante la probabilidad de presentacion de los ensayos
peligrosos (porcentaje de riesgo) y con la intensidad de la descarga eléctrica.
Encontramos que, es necesario que la discriminacion inicie con un bajo
porcentaje de riesgo (10%) y con una baja intensidad de la descarga eléctrica
(0.5 mA). Esto permitié que los animales cruzaran por la recompensa aun en

presencia del peligro.

De igual modo, observamos que es necesario el incremento gradual del
porcentaje de riesgo y de la intensidad de la descarga eléctrica para evitar la
habituacién de los animales a los estimulos aversivos. Esto corrobora con un
estudio reciente, realizado por Orsini y colaboradores, en donde utilizaron el

incremento gradual de la probabilidad de aparicion de un estimulo aversivo
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(riesgo) para entrenar a animales en una tarea de costo-beneficio. En este
estudio, probaron con un intervalo de probabilidad del riesgo de 0 al 100%,
siendo el 100% de riesgo el que mas efectos tuvo sobre la conducta de
eleccion de los animales (Orsini, Trotta et al. 2015). En nuestro entrenamiento,
fue necesario aumentar la intensidad de la descarga eléctrica de 0.5mA a
0.8mA y el porcentaje de riesgo del 10 al 30% para logar que los animales
incrementaran sus latencias de cruces sélo en los ensayos peligrosos (ver
figura 4.12), permitiéndonos evaluar por primera vez la inhibicién activa del

miedo en busca de una recompensa.

En resumen, los tres entrenamientos conductuales y sus respectivos
parametros de presentacion de los estimulos fueron cruciales para lograr que
los animales aprendieran primero a diferenciar entre lo seguro y lo peligroso y
después, a inhibir su miedo activamente ante el peligro a fin de conseguir una

recompensa.

A continuacién se discutiran los mecanismos conductuales de la prueba de

inhibicién activa del miedo y su posible extincién.

5.1.5 Prueba de inhibicion activa del miedo para obtener una recompensa

La prueba de inhibicion activa del miedo fue realizada para comprobar el
aprendizaje de los animales en la inhibicién activa del miedo para obtener una
recompensa. Es decir, que la diferencia de latencias de cruces encontrada
durante la discriminacion se debiera a la presencia de una sefial aversiva y no

a la presencia de la descarga eléctrica.

Como se menciond al inicio de esta discusidn, encontramos que aun sin la
presencia de la descarga eléctrica los animales tardaron mas tiempo en cruzar
por comida cuando los ensayos fueron indicados por la sefal aversiva. De
modo que, los animales aprendieron eficazmente a inhibir activamente su
miedo a una experiencia peligrosa guiandose solo por la presencia del ruido

blanco.

Para realizar la prueba de inhibicion activa del miedo utilizamos el mismo

porcentaje de riesgo (30%) presentado durante el Ultimo dia de discriminacion,
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para lo cual, nos basamos un estudio conductual en donde se reportd la
utilizacién de la intensidad mayor del estimulo aversivo presentado en el
ultimo dia de entrenamiento para la probar la conducta (Holec, Pirot et al.
2014).

Asi pues, decidimos utilizar el 30% de riesgo durante la prueba de
inhibicion activa del miedo. Ademéas de lo ya reportado por otro estudio,
utilizamos este porcentaje de riesgo debido a que creimos que disminuirlo o
aumentarlo podria ocasionar anormalidades en la respuesta inhibicion activa
del miedo. Por ejemplo, era probable que si disminuiamos el porcentaje de
riesgo a menos del 30% los animales cruzaran mas rapido en los ensayos
peligrosos; debido a una posible habituacién al peligro. Por otro lado, aumentar
el porcentaje de riesgo podria haber provocado que los animales dejaran de
cruzar por la comida; debido a una alta aversion en el peligro. Por lo que, la
mejor opcion fue realizar la prueba utilizando el ultimo porcentaje de riesgo

utilizado un dia anterior en la discriminacion.

5.1.6 Extincidn de la respuesta de inhibicion activa del miedo

Mediante nuestra tarea conductual, también fue posible estudiar una posible
extincion de la respuesta de inhibicion activa del miedo. La extincion se define
como el debilitamiento de una RC cuando el El se deja de presentarse

acompafado del EC (Pavlov and Anrep 1927).

Nuestros resultados, corroboran con la mayoria de los resultados
encontrados en los entrenamientos de extincion del condicionamiento al miedo.
En los cuales, se ha observado el debilitamiento de la RC a partir de las
primeras tres presentaciones del EC en ausencia del El (Quirk and Mueller
2008). La rapida disminucion de la respuesta de inhibicién activa del miedo
durante la prueba puede tener una significancia adaptativa. Dado que los
animales estan motivados a buscar la comida, el que exista un peligro para
obtenerla compite claramente con su alta necesidad de alimentarse. Siendo
mejor adaptativamente hablando, que los animales aprendan rdpidamente a

extinguir la necesidad de tardar mas tiempo en cruzar por la comida cuando ya
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no hay un peligro. En nuestra tarea conductual, haria falta realizar mas

entrenamientos y pruebas de extincion para abordar mejor este fenémeno.

En resumen, podemos concluir que para que un animal aprenda a resolver
exitosamente el reto motivacional de temer o comer, es necesario que primero
adquiera el aprendizaje asociativo sobre qué estimulos ambientales predeciran
consecuencias apetitivas y aversivas. Dichas asociaciones estan reguladas por
los mecanismos conductuales del condicionamiento clasico e instrumental, que
al parecer, deben ser adquiridos en entrenamientos independientes. Una vez
que los animales aprenden a asociar qué estimulos ambientales sefalizan un
evento positivo o negativo, pueden aprender a detectar y diferenciar la
existencia de un peligro inminente que los rete motivacionalmente a elegir entre

su hambre o su miedo a una experiencia peligrosa.

5.1.7. Teoria de los dos procesos y la inhibicién activa del miedo en busca de
recompensas

Al igual que en las tareas de evitacion activa del miedo, los mecanismos
conductuales de la inhibicion activa del miedo para conseguir una recompensa
pueden ser explicados por la teoria de los dos procesos. La teoria de los dos
procesos plantea que el aprendizaje de asociaciones pavlovianas e
instrumentales se encuentran mutuamente relacionadas, quienes inducen un
estado motivacional positivo 0 negativo en los animales que los motiva a
realizar la conducta instrumental de evitacion (Domjan, Grau et al. 2010). En
nuestra tarea el aprendizaje asociativo que motiva a los animales a inhibir
activamente su miedo esta regulado por la sefal apetitiva, que predice la
disponibilidad de comida. Esta sefal apetitiva compite interactivamente con la
sefal aversiva que predice la presencia del peligro, resultando en el mayor
tiempo que ocupan los animales para acercarse a la recompensa en los

ensayos peligrosos.

Gracias al disefio de los entrenamientos conductuales que permiten la
adquisicion de la respuesta de inhibicion activa del miedo, mediante nuestra
tarea conductual es posible disociar tres variables clave en la competencia de
motivaciones opuestas en un mismo individuo: 1) El impulso motivacional de

recompensa, indicado por las latencias cortas de acercamientos a la palanca
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(< 20 seg) en ensayos seguros; 2) El impulso motivacional de miedo, indicado
por la inmovilizacién de los animales durante el condicionamiento al miedo; 3)
la interaccion entre el impulso motivacional del miedo y la recompensa,
indicado por las latencias largas de acercamiento a la palanca (>30 seg) en los

ensayos peligrosos.

La disociacion de estas variables motivacionales, hacen de nuestra tarea
conductual un buen modelo para estudiar los posibles mecanismos cerebrales
gue permiten que los animales resuelvan eficazmente conflictos

motivacionales en donde estimulos con valencia emocional se oponen.

5.2 Perspectivas futuras

Los resultados encontrados en esta tesis demuestran que nuestra tarea
conductual es un modelo funcional para estudiar como los animales eligen
acercarse o alejarse de las recompensas cuando existe la experiencia de un
peligro inminente. Gracias al disefio conductual de nuestra tarea, es posible
diferenciar claramente los mecanismos motivacionales que regulan el
comportamiento de inhibicién activa del miedo para obtener una recompensa.
Sin embargo, alun es necesario que se realicen mejoras en el protocolo
conductual para entrenar a los animales y obtener un 6ptimo funcionamiento de
nuestro modelo motivacional de temer o comer. Asi mismo, también es
necesario que en futuros experimentos se evalien mas variables conductuales
y sus posibles efectos sobre la respuesta de inhibicion activa del miedo; asi

como los mecanismos cerebrales que podrian estar regulando este fenomeno.

Uno de los entrenamientos conductuales que requieren de cambios
metodoldgicos, para mejorar su adquisicion, es el condicionamiento al miedo.
A pesar de que la mayoria de los animales aprendieron a asociar el ruido
blanco (EC) con la descarga eléctrica (El), observamos que el porcentaje de
inmovilizacion (RC) de la mayoria fue siempre menor a lo esperado; muchos
respondieron con conductas de escape y mayor movilidad. A lo largo de los
experimentos realizados para estandarizar la conducta, tratamos de solucionar
este problema de varias maneras. Por ejemplo, alimentamos a los animales

antes de iniciar el condicionamiento al miedo para evitar que estuvieran
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hambrientos y su movilidad se viera motivada por la busqueda de comida. Asi
mismo, redujimos la zona de peligro destinada a este entrenamiento a las
medidas estandares de un equipo de condicionamiento al miedo. Mediante la
reduccion de la zona de entrenamiento, tratamos de evitar que una zona
mayor de exploracion resultara en la expresion de conductas de escape en los
animales durante el condicionamiento al miedo. Sin embargo, ninguno de las
opciones evaluadas mejoré significativamente la conducta de inmovilidad de

los animales ante el EC.

Una opcibn méas que se podria evaluar, ademas de los cambios ya
optimizados en el condicionamiento al miedo, es modificar el orden en que se
realiza este entrenamiento. Es decir, realizar el condicionamiento al miedo
antes de que los animales aprendan a cruzar por la comida guiandose por la
sefial apetitiva. Creemos que esta modificacion podria funcionar dado que
antes de que se entrene a los animales a cruzar por comida, éstos solo
estarian familiarizados a una zona pequefia del equipo conductual (zona
segura) y no a todo el contexto que conforma el equipo de entrenamiento. Lo
cual, podria permitir que los animales no estén motivados a desplazarse en
busca de comida y por ende respondan de mejor manera al EC; teniendo

mayores porcentajes de inmovilizacion.

La realizacién del condicionamiento al miedo antes del entrenamiento de
cruces seguros puede traer consigo algunas desventajas para los
entrenamientos posteriores. Es posible que después de que se le presente un
estimulo aversivo a los animales durante el condicionamiento, éstos se
desmotiven a cruzar por la comida cuando se les dé la oportunidad en los
ensayos de cruces seguros. Quizas, los animales tiendan a generalizar lo
aprendido el condicionamiento y esto impida o afecte de alguna manera el
desplazamiento de los animales para conseguir comida. Lo cual, en teoria no
deberia suceder si los animales se condicionan eficazmente a la presencia del
EC y no al contexto. La manera en cémo podriamos solucionar el que los
animales dejen de cruzar en los ensayos seguros, seria aumentado los dias de
entrenamiento para este tipo de cruces; hasta lograr que los animales tengan

cortas latencias de cruces.
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Por otra parte, para conocer mas a fondo los mecanismos conductuales
gue permiten que los animales respondan inhibiendo activamente su miedo
para conseguir una recompensa, podemos manipular diferentes variables
conductuales y evaluar sus efectos sobre éste fenémeno. Por ejemplo,
podemos evaluar como altos porcentajes de riesgo afectan la conducta de

inhibicion activa del miedo durante la discriminacion de ensayos.

Durante la estandarizacion de la tarea conductual fue necesario utilizar
s6lo el 10 y 30% de probabilidad de presentacion de los ensayos peligrosos.
Hace falta evaluar qué ocurre en la respuesta de inhibicion activa del miedo
cuando se incrementa el peligro y cudal es el limite maximo de peligro que un

animal puede afrontar activamente inhibiendo su miedo.

Por el entrenamiento de cruces peligrosos, sabemos que utilizar el 100%
de riesgo con una intensidad baja de descarga eléctrica es suficiente para
evitar que los animales inhiban activamente su miedo y se acerquen a las
recompensas, sin embargo, no sabemos si esto pueda volver a ocurrir una vez
gue los animales ya aprendieron a discriminar. Es posible que el incremento
gradual del porcentaje de riesgo en la discriminacién no tenga los mismos
efectos que en los cruces de ensayos peligrosos. Este nulo efecto se observé
con la intensidad de la descarga eléctrica, en donde aumentar la intensidad
gradualmente hasta 0.8 mA no provoco efectos sobre la inhibicion activa del
miedo. Por lo que, es probable que con bajas intensidades de la descarga
eléctrica y el incremento gradual del porcentaje de riesgo, los animales sélo
incrementen el tiempo de latencias de cruces en ensayos peligrosos; pero que,

sigan inhibiendo activamente su miedo con un porcentaje del 100% del peligro.

Otra variable que podemos evaluar, en la respuesta de inhibicion activa del
miedo, es el incremento del valor motivacional del impulso apetitivo por la
recompensa. La manera en como podriamos aumentar el impulso apetitivo de
los animales es mediante el incremento la magnitud de los reforzadores, que
podria ser evaluada de manera diferencial en condiciones seguras y

peligrosas durante la discriminacion.
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Por ejemplo, una vez que los animales ya aprendieron a discriminar,
podriamos programar al equipo para que en los ensayos peligrosos se
entreguen 4 reforzadores y en los seguros solo 1 reforzador; es decir una
relacion de 1 a 4. Con lo cual, probablemente observariamos un decremento
en las latencias de cruces en ensayos peligrosos y ningun efecto en los
ensayos seguros. Por su parte, si la razon de 1 a 4 de los reforzadores se
diera de manera inversa, es decir que fueran 4 reforzadores para los ensayos
seguros y soOlo 1 reforzador para los peligrosos, probablemente las ratas
dejarian de cruzar la mayoria de las veces en los ensayos peligrosos y
cruzarian mucho mas rapido en los ensayos seguros. Esto debido a que ya no
resultaria ventajoso inhibir activamente el miedo por una recompensa mas

pequefia de lo que se podria obtener en condiciones seguras.

El poder jugar con la magnitud de las recompensas en nuestra tarea de
inhibicion activa del miedo, nos permitiria estudiar también como los animales
eligen entre opciones ventajosas y desventajosas. Asi como entender cémo los
animales igualan sus respuestas ante las opciones del ambiente que mas les
convienen, lo cual, actualmente se utiliza en las tareas conductuales de costo

beneficio.

En las tareas de costo beneficio la magnitud de los reforzadores esta en
funcion de la eleccion de los animales por opciones mas ventajosas que otras.
Generalmente, las opciones ventajosas estan acompafiadas de un "costo” que
involucra la demora en la entrega de los reforzadores o la realizacién de un
esfuerzo fisico (como subir una rampa). Recientemente un estudio propuso la
entrega de una descarga eléctrica, en diferentes probabilidades, como un
riesgo para conseguir la recompensa ventajosa (Holec, Pirot et al. 2014, Orsini,
Trotta et al. 2015).

Las tareas de costo beneficio son un buen modelo para estudiar la toma de
decisiones basadas en un riesgo, sin embargo, en la mayoria de estas tareas
el riesgo utilizado involucra una alta gama de probabilidades de que aparezca o
no un riesgo; nunca se ha evaluado como los animales eligen una opcion

ventajosa cuando el peligro siempre esta presente. Por lo que, nuestra tarea
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conductual también podria ser un buen modelo para estudiar como los
animales eligen entre opciones ventajosas y desventajosas que involucran un

peligro inminente.

De modo que, una de las grandes ventajas que tiene la implementacién de
nuestra tarea conductual es que con pequefias modificaciones en los
parametros de presentacion de los estimulos es posible estudiar diferentes
conductas motivacionales y sus mecanismos conductuales y cerebrales. Los
cuales, se han tratado de estudiar mediante el empleo de diversas tareas
conductuales que involucran diferentes estimulos motivacionales. El hecho de
gue estas conductas motivacionales puedan estudiarse en un mismo conflicto
motivacional, como el de temer o comer, podria ayudarnos a reducir la enorme
variabilidad que actualmente existe sobre los mecanismos que las regulan. Por
lo que, es necesario que en futuros experimentos se contemple la posibilidad
de estudiar otras conductas motivacionales ademas de la conducta de
inhibicion activa del miedo en busca de recompensas; para evaluar los
alcances limitaciones de nuestro modelo conductual.

5.2.1 Mecanismos cerebrales de la inhibicion activa del miedo en busca de
recompensas

Como se mencion6 en los antecedentes de esta tesis, la expresion del
miedo no siempre es adaptativa. En ocasiones el miedo puede expresarse de
manera exagerada y en condiciones en donde ya no es necesaria su
expresion, propiciando la generacion de trastornos conductuales como la

ansiedad que se caracteriza por la irracionalidad de miedos excesivos.

Una de las técnicas mas utilizadas para tratar el miedo exagerado es la
terapia de exposicion. Esta terapia se basa en los principios conductuales de
la extincién para lograr que los pacientes inhiban sus miedos irracionales
(Rothbaum and Davis 2003). Sin embargo, al igual que en la extincién, la
inhibicion del miedo exagerado mediante las terapias de exposicion suele ser
un proceso lento y temporal. A menudo se requieren de varias sesiones de
terapia para lograr avances significativos en la reduccién de las respuestas del
miedo exagerado. Las cuales, una vez inhibidas, suelen recuperarse después

de un tiempo de haber concluido el tratamiento. (Rothbaum and Davis 2003,
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Lissek and van Meurs 2014). Asi mismo, las terapias de exposicion suelen ser
poco efectivas dado sus altas tasas de desercion de los pacientes (Rothbaum
and Davis 2003). La mayoria de los pacientes interrumpen sus tratamientos
dado que no logran superar sus miedos en las primeras sesiones de la terapia,
provocando un impedimento de la extincion y que el miedo exagerado continte
expresandose. Por lo que, actualmente existen enormes esfuerzos por mejorar

los tratamientos del miedo exagerado

Una manera en que se podrian mejorar los efectos de la terapia de
exposicion, seria que los pacientes aprendieran a inhibir activamente su miedo
desde el inicio de la terapia. La inhibicion activa del miedo, podria permitir que
los efectos de la extincion actien y el miedo exagerado pueda inhibirse de
manera inmediata y permanentemente. Por lo que, entender que mecanismos
cerebrales permiten que los animales inhiban activamente su miedo a una
experiencia peligrosa nos permitiria mejorar los tratamientos conductuales con
los que actualmente se tratan los desérdenes emocionales del miedo

exagerado.

Pero, ¢Qué mecanismos cerebrales son necesarios para que los animales
inhiban activamente su miedo a fin de conseguir una recompensa? Debido a
gue nuestra tarea conductual de temer o comer se ven involucrados los
mecanismos conductuales del condicionamiento al miedo y el condicionamiento
instrumental apetitivo, es posible que los circuitos cerebrales que regulan
ambos mecanismos conductuales estén participando a la hora de inhibir

activamente el miedo por una recompensa.

Como se mencioné anteriormente, el circuito cerebral que permite la
expresion del miedo condicionado estd regulado principalmente por la
actividad que la amigdala rige sobre la GPA y por su comunicacion reciproca
con la CPF (ver figura 1.2). Mientras que, el circuito cerebral que permite que
un animal se acerque a una recompensa esta mediado por la actividad
dopaminérgica que el NAcc y la CPF reciben del ATV (ver figura 1.8). De
manera independiente, ambos circuitos cerebrales han sido ampliamente

estudiados y su conexion anatémica se conoce bastante bien. Sin embargo, se
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desconoce mediante qué mecanismos o estructuras cerebrales ambos circuitos
pueden comunicarse interactivamente para regular la conducta emocional de

los animales cuando estan frente a un conflicto motivacional.

Debido al importante papel que tiene la CPF sobre los mecanismos
cerebrales del miedo y la busqueda de recompensas, es probable que la
interaccion entre ambos circuitos cerebrales esté regulada por esta corteza
cerebral. La CPF se encuentra ubicada dentro del I6bulo frontal del cerebro, y
se ha descrito como un area cerebral importante para la regulacién de la

conducta emocional (Sotres-Bayon, Cain et al. 2006, Carlson 2014).

El caso clinico mas famoso que demostré por primera vez la participacion
de la CPF en la regulaciéon emocional es el de Phineas Gage, quien sobrevivié
a un terrible accidente en donde una barra de hierro impact6 contra su rostro.
La barra penetro la mejilla izquierda de Gage y salio por la parte superior de su
cabeza, destruyendo la parte del I6bulo frontal de su cerebro. Los reportes del
médico que atendi6 a Gage, durante su accidente y recuperacion, indicaron
que después del accidente presenté serios cambios conductuales;
mostrandose como un hombre inquieto, impulsivo y desconsiderado con los
deméas (Sotres-Bayon, Cain et al. 2006, Garcia-Molina 2012). Después de los
reportes del accidente de Gage y sus terribles consecuencias, muchos
investigadores comenzaron a estudiar el papel del I16bulo frontal en diversos
modelos animales. Uno de esos estudios fue realizado por Jacobsen y
colaboradores, quienes entrenaban a chimpancés a recordar la localizacion de
estimulos apetitivos (comida) después de una breve presentacién de éstos.
Los investigadores observaron que un animal en particular mostraba
reacciones emocionales violentas al cometer errores en la localizacion de la
comida. Estas reacciones desaparecieron luego de la extirpacion de la mayor
parte del I6bulo frontal. De modo que, a diferencia de lo encontrado en el caso
de Gage, la extirpacion del l6bulo frontal provocé un debilitamiento de la

reactividad emocional de los animales (Carlson 2014).

A partir de estos descubrimientos, el estudio de la participacion de la CPF

en la regulacion conductual aument6 drasticamente. Algunos de estos estudios
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encontraron efectos diferenciados en la regulacibn emocional en regiones
especificas de la CPF. La CPF, del cerebro de las ratas, se encuentra dividida
en dos zonas principales: la CPFm, en donde se encuentra la region PL e IL, y
Corteza Orbitofrontal (COF). Basicamente, se ha reportado que los dafios en la
COF altera la flexibilidad cognitiva de los animales para adecuarse a los
cambios en las contingencias del ambiente. Mientras que, la CPFm se ha visto
mas relacionada con el ajuste del comportamiento a partir de las sefales
emocionales o motivacionales del ambiente (Sotres-Bayon, Cain et al. 2006).
Ambas cortezas, CPFm y COF, se encuentran anatomica y funcionalmente
relacionadas con las principales estructuras cerebrales que median el miedo
(amigdala) y la busqueda de recompensas (NAcc). Diversos estudios
experimentales que han evaluado las proyecciones de la CPF han descubierto
que esta region tanto en su area medial y orbitofrontal, se conecta

reciprocamente con la amigdala y el NAcc (Moorman, James et al. 2014).

Funcionalmente, se ha encontrado que la Corteza PL participa activamente
en la expresion del miedo y la busqueda de recompensas. En estudios en
donde se ha estimulado eléctricamente la actividad de la PL en animales
condicionados, se ha encontrado un aumento significativo en el porcentaje de
inmovilizacion durante la presentacion de un tono condicionado (Vidal-
Gonzalez, Vidal-Gonzalez et al. 2006). Mientras que, en estudios en donde
han entrenado a animales a presionar una palanca para conseguir una droga
como recompensa, encontraron que la infusion local de dopamina en la
Corteza PL incrementa la respuesta instrumental de palanqueo para
conseguirla (Peters, Kalivas et al. 2009, Moorman, James et al. 2014).Por su
parte, la activad de la corteza IL se ha relacionado con la inhibicién pasiva del
miedo (Sierra-Mercado, Padilla-Coreano et al. 2011) y con la busqueda de
recompensas (Peters, Kalivas et al. 2009). Se ha reportado que en animales
condicionados la estimulacion eléctrica de la IL inhibe la expresion del miedo a
un tono condicionado. Mientras que, la infusibn de drogas que estimulan la
actividad de la IL disminuyen la presién de una palanca en animales que fueron
entrenados a presionarla para recibir una droga (Peters, Kalivas et al. 2009,

Moorman, James et al. 2014). Los hallazgos descritos anteriormente sobre la
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relacion funcional de la corteza PL e IL sobre la conducta del miedo y la
bdsqueda de recompensas, sugieren un papel primordial de la CPF sobre la
regulacion de la amigdala para permitir la expresion del miedo condicionado y
sobre el NAcc para permitir el desencadenamiento de respuestas de

acercamiento a estimulos apetitivos.

En cuanto a la COF, estudios recientes han reportado que las neuronas de
ésta corteza responden tanto a estimulos apetitivos como a aversivos
(Barberini, Morrison et al. 2012). En un estudio se presentaron a monos
Rhesus dos ECs, uno de ellos fue asociado con un estimulo aversivo (soplo de
aire) y el otro con una recompensa (agua); después de un tiempo ambos
estimulos fueron revertidos contingentemente. EI EC que predijo el estimulo
aversivo se emparejé con la recompensa, mientras que, el EC que predijo
inicialmente la recompensa predijo ahora el estimulo aversivo. Para ambas
condiciones se realizaron registros electrofisioldgicos de la actividad neuronal
en la COF, en donde, se encontraron dos poblaciones diferentes de neuronas
que respondieron mas por los estimulos aversivos (neuronas negativas) o
por los estimulos apetitivos (neuronas positivas). En ambos tipos de neuronas,
positivas 0 negativas, en su activadad eléctrica se vio reflejado la reversion de
contingencias para ambos estimulos. Esto, demuestra que las neuronas de la
COF responden a estimulos ambientales que predicen resultados gratificantes

y aversivos.

En conjunto, los resultados obtenidos en ambas regiones de la CPF
(CPFm y COF) sugieren que esta corteza cerebral esta preparada para
modular la interaccién de los estimulos del miedo y la recompensa. De modo
que, es posible que la actividad de la CPF controle la interaccion entre el
circuito del miedo basado en la amigdala (impulso de temer) y el circuito de
recompensas basado en el NAcc (impulso de comer) para regular la conducta
emocional frente a un conflicto motivacional como el de temer o comer. En
donde, la CPF permita la inhibicion de las respuestas de miedo, a través del
circuito del miedo, para iniciar el acercamiento apetitivo a través de una

excitacion del circuito de recompensas (Figura 5.1).
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Figura 5.1. Modelo hipotético de interaccidn de los circuitos cerebrales del
miedo y la recompensa. En el conflicto motivacional de temer o comer, es posible
que la actividad de la CPF inhiba al circuito del miedo, que procesa informacion de la
sefial aversiva, y excite el circuito de recompensas, que procesa la informacion de la
sefial apetitiva, para permitir el acercamiento de los animales hacia las recompensas
cuando hay un peligro inminente.

Estudiar los mecanismos cerebrales que subyacen a la conducta de
inhibicion activa del miedo en busca de recompensas nos permitirh conocer
cémo los circuitos cerebrales que procesan informacion referente a estimulos
aversivos y apetitivos interactian para regular la conducta emocional, sobre

todo cuando existe un conflicto de motivaciones opuestas.
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