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RESUMEN

La habilidad para evitar amenazas y acercarse a recompensas es vital para la
supervivencia. Sin embargo, en la naturaleza estos sistemas motivacionales opuestos compiten
frecuentemente por el control de la conducta. Cuando las amenazas y las recompensas se
presentan de manera simultanea los animales enfrentan situaciones de conflicto que requieren
de la evaluacion de las opciones disponibles en el ambiente para responder apropiadamente
(aproximacion o evitacién). Aunque se conoce bastante sobre el sustrato neuronal que permite
responder (de manera innata o aprendida) ante la presencia individual de amenazas y
recompensas, poco se sabe de los mecanismos cerebrales que regulan la conducta durante
condiciones de conflicto. Por ejemplo, se ha descrito que la Corteza Prelimbica (PL) y el Nucleo
Accumbens (NAcc) procesan informacién que estd relacionada con la presencia aislada de
amenazas 0 recompensas; no obstante, se desconoce si estas estructuras son necesarias para
regular la bisqueda de recompensas cuando éstas compiten con la presencia de amenazas.
Para evaluar si la corteza PL y el NAcc son necesarios para responder bajo condiciones de
conflicto, primero desarrollamos tres tareas conductuales para probar la conducta de roedores
bajo condiciones de conflicto. Nuestras tareas de conflicto tienen la particularidad de desafiar
a ratas a confrontar activamente amenazas para obtener recompensas guiadas por estimulos
innatos o aprendidos. Inicialmente, utilizamos la administracién sistémica de diazepam para
validar que nuestras tareas permiten evaluar la conducta bajo conflicto motivacional.
Encontramos que, sin importar si los estimulos en competencia generaron respuestas innatas
o aprendidas, una dosis baja de diazepam facilit6 la bisqueda de recompensas a pesar de la
presencia de amenazas durante el conflicto, sin afectar la conducta en ausencia de conflicto.
Posteriormente, evaluamos si la corteza PL y el NAcc son necesarios para regular la
confrontacién de amenazas por la bisqueda de recompensas durante situaciones de conflicto.
Observamos que la desactivacion temporal de la corteza PL y el NAcc anterior (aNAcc) facilit6
la bisqueda de recompensas a pesar de la presencia de amenazas durante el conflicto, pero no
afect6 la conducta en ausencia de conflicto. Por su parte, la desactivacién del NAcc posterior
(pNAcc) impidi6 la ejecuciébn de respuestas instrumentales por recompensas durante
condiciones de conflicto y no conflicto. Finalmente, evaluamos si la comunicacién aferente de
la corteza PL hacia el aNAcc es necesaria para responder bajo condiciones de conflicto.
Encontramos que la fotoinhibicion de los axones de la corteza PL en el aNAcc facilité la
busqueda de recompensas a pesar de la presencia de una amenaza sefializada durante el
conflicto sin afectar la conducta en ausencia de conflicto. En conjunto, nuestros resultados
sugieren que la corteza PL regula el acto de confrontar amenazas cuando éstas compiten con
la bisqueda de recompensas a través de su correcta comunicacion con el aNAcc.
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Introduccion

1.Introduccion

Para sobrevivir, los animales han desarrollado sistemas motivacionales de conducta
que les permite evitar amenazas y buscar recompensas. Esta habilidad requiere del uso de
informacién referente al valor, ya sea innato o aprendido, que tienen los estimulos en el
ambiente (valencia positiva/negativa) para regular la conducta (Tye 2018; Rangel., et al,
2008). Tradicionalmente, estos dos sistemas de valencia motivacional se han estudiado de
manera aislada (Hu 2016). Las resupestas de defensa y de evitacién que son generadas por la
presencia de amenazas (Ledoux, 2000) se han estudiado de manera separada de la condcuta

de aproximacion a las recompensas (Cardinal., et al. 2002).

No obstante, frecuentemente en la naturaleza las amenazas y las recompensas se
presentan de manera simultanea, desafiando a los animales a responder bajo condiciones de
conflicto motivacional (Aupperle and Paulus 2010; Choi and Kim 2010). Un conflicto
motivacional ocurre cuando un individuo debe tomar una decisién guiada por estimulos de
valencia motivacional opuesta (amenaza/recompensa) que requieren de la eleccién entre dos
respuestas conductuales incompatibles (evitaciéon/aproximaciéon) (Corr 2013). Por ejemplo,
una cebra que debe cruzar un rio para continuar buscando alimento al mismo tiempo que es
acechada por un depredador. En esta circunstancia, la cebra debe elegir entre evitar al
depredador y perecer de hambre o cruzar el rio para buscar comida a pesar de que pueda ser
devorada. De este modo, durante un conflicto motivacional se reta a los individuos a elegir
entre evitar amenazas bajo el costo de perder recompensas o acercarse a recompensas bajo el
costo de enfrentar amenazas. A pesar de que se conoce bastante sobre como el cerebro
responde ante la presentacion independiente de amenazas y de recompensas, poco se sabe del
sustrato neuronal que permite regular la conducta ante la presencia simultinea de

motivaciones opuestas.

El estudio de las conductas motivadas bajo conflicto se ha abordado desde hace tiempo

mediante el uso de tareas conductuales de aproximacién/evitacion. Estas tareas conductuales
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Introduccion

se caracterizaron por obligar a los animales (en su mayoria roedores) a suprimir la respuesta
de btisqueda de recompensas (por lo regular, comida o agua endulzada) para evitar la
presentacién de un estimulo aversivo-doloroso (por lo general, una descarga eléctrica) (Estes
and Skinner 1941; Vogel., et al, 1971; Geller and Seifter 1960). En la mayoria de estas tareas se
observo que la administracién de drogas sistémicas de caracter inhibitorio (entre ellas las
benzodiazepinas, barbitaricos, alcohol, etc.) incrementaba el nimero de eventos aversivos que
los animales estaban dispuestos a soportar para acercarse a las recompensas (Kilts,
Commissaris, and Rech 1981; Bailey and Miller 1952; Liljequist and Engel 1984). A partir de
esto, los modelos de conflicto se empelaron mas como modelos animales ideales para medir
ansiedad a nivel sistémico (Pollard GT 1990; Rasmussen 2006) pero no a nivel del sistema

nervioso central.

En los dltimos afios, sin embargo, ha surgido un gran interés por el estudio de los
sustratos neuronales que regulan la conducta bajo condiciones de conflicto. Gran parte de estos
estudios han centrado su atencién en entender el conflicto desde la conducta de evitacion al
utilizar modelos conductuales donde se castiga la biisqueda de recompensas. Por ejemplo, en
la mayoria de las tareas actuales se simulan condiciones de conflicto al presentar un estimulo
doloroso (normalmente una descarga eléctrica) al mismo tiempo que los animales ejecutan
una accién (como presionar una palanca) para obtener una recompensa (Burgos-Robles et al.
2017a; Hamel et al. 2017; Dit-Bressel and McNally 2015; Bravo-Rivera et al. 2014). En otras
tareas, el conflicto ocurre cuando se le pide a los animales elegir entre dos opciones de
recompensa: una grande pero arriesgada o una pequefia pero segura (Friedman et al. 2015;
St. Onge and Floresco 2010; Piantadosi et al. 2017; Orsini et al. 2016). Sin importar la condicién
utilizada, en los ejemplos previamente descritos los animales eligen evitar las amenazas bajo

el costo de perder recompensas.

Otra forma de responder ante condiciones de conflicto, y que es muy frecuente en la
naturaleza, es enfrentar activamente una amenaza para obtener recompensas.

Sorprendentemente, se ha estudiado muy poco el sustrato neuronal que permite regular la

11



Introduccion

conducta de eleccidon para buscar recompensas a pesar de la presencia de amenazas. Esto se
debe, en parte, a que no hay muchos modelos conductuales de conflicto en donde los animales
elijan acercarse a las recompensas en lugar de evitarlas cuando éstas compiten con la presencia

de amenazas.

En el laboratorio desarrollamos tres tareas de conflicto motivacional disefiadas para
que los animales elijan enfrentar amenazas para poder obtener recompensas inmediatas. Estas
tareas involucran una comparacion de la conducta de eleccion durante la presencia y ausencia
de conflicto en un mismo individuo y en grupos independientes de ratas. La principal
diferencia entre las tres tareas de conflicto es el uso de estimulos aprendidos e innatos con
valencias negativas o positivas para guiar la conducta. En una primera tarea (conflicto mediado
por cruces) se utilizan sefiales condicionadas opuestas para retar a los animales a cruzar una
parrilla electrificada con el fin de obtener comida en un sitio seguro. En otra tarea (conflicto
mediado por descenso), se utiliza la combinacién de estimulos condicionados e innatos para
retar a los animales a bajar de un sitio seguro para encontrar una recompensa. Finalmente, en
la tercera tarea (conflicto innato mediado por forrajeo) se utilizan estimulos innatos para retar

a los animales a forrajear en una zona altamente iluminada.

Todas nuestras tareas de conflicto requieren que los animales elijan enfrentar
amenazas para poder obtener recompensas. Esta conducta de eleccion requiere de un sistema
de regulacién conductual que propicie la ejecuciéon adecuada de respuestas de aproximacion-
evitacion durante situaciones de competencia motivacional. El desajuste en la regulacion de la
conducta bajo condiciones de conflicto se ha vinculado con la expresién de conductas mal
adaptativas relacionadas con trastornos emocionales (Aupperle and Paulus 2010) y de
impulsividad (Piantadosi et al. 2017). Una estructura cerebral que se ha propuesto como un
nodo cognitivo para la integracion de la informacién y la regulacién de la conducta motivada
es la Corteza Prefrontal medial (CPFm) y su correcta comunicacién con otras estructuras

subcorticales del cerebro, en especial con el NAcc (Pastor and Medina 2021).
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2.Antecedentes

La presentacion de conflictos motivacionales ocurren habitualmente en la naturaleza y
su sustrato neuronal involucra la integraciéon y coordinacion de los sistemas de procesamiento
aversivo (miedo) y apetitivo (recompensa) (Aupperle and Paulus 2010). Dos estructuras
cerebrales que se han visto involucradas en procesar la informacion aversiva y apetitiva del
ambiente son la CPFm, particularmente la regiéon PL y el NAcc (Cardinal, Parkinson, Hall, et
al. 2002). Ambas estructuras son necesarias para la correcta expresion de conductas
relacionadas con la presencia de amenazas y de recompensas, asi como en la correcta ejecucion
de conductas de eleccion en el ambiente (Walton et al., 2002; Feja et al.,, 2014). Por lo que,
estas estructuras podrian ser necesarias para regular la conducta durante situaciones de

conflicto que requieren enfrentar amenazas para obtener recompensas.

2.1 Corteza Prefrontal medial

2.1.1 Anatomia y conectividad

Anatémicamente la Corteza Prefrontal (CPF) se encuentra ubicada dentro del 16bulo
frontal del cerebro y es definida como el area cortical que recibe proyecciones del ntcleo
medial dorsal del tdlamo (Rose & Woolsey, 1948). En humanos la CPF comprende las areas 8-
13, 24,32,46 y 47 del mapa citoarquitecténico de Brodmann (Carlén 2017) y se divide en tres
regiones principales: CPF dorsolateral (CPFdl), CPF ventromedial (CPFvm) y CPF orbital
(COF). La CPFdI se ha descrito mas como una corteza responsable de la organizacién temporal
del comportamiento y el razonamiento, mientras que la CPFvm y COF se ha relacionado con

el procesamiento emocional (Eichenbaum, 2017).

En roedores la CPF estd conformada por una zona agranular dividida en dos zonas
principales: la corteza prefrontal medial (CPFm) y la corteza orbitofrontal (COF). Basicamente,
la COF se ha descrito como una corteza necesaria para la flexibilidad cognitiva (Wallis 2012),

mientras que la CPFm se ha relacionado con el ajuste del comportamiento a partir de las
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sefiales emocionales o motivacionales del ambiente (Sotres-Bayon, Cain, and LeDoux 2006).
Por su parte, la CPFm se encuentra dividida en dos principales subregiones: la regién dorsal,
donde se encuentra el area del cingulo anterior (ACa) y la regién ventral, donde se localiza la
corteza Prelimbica (PL), la corteza Infralimbica (IL) y la corteza Orbital Ventral (VO) (Uylings,
Groenewegen, and Kolb 2003). A pesar de que mucho se ha discutido sobre la homologia
funcional de la CPFm de roedores con la CPF en humanos, diversos autores han coincidido con
que la CPFm de los roedores presenta similitudes anatémicas y funcionales con la CPFdl de los
humanos. Concretamente, las regiones Aca, PL e IL de la rata son homologas a las areas 24, 32

y 25b del mapa citoarquitecténico de Brodmann en humanos (Wallis 2012) (Figura 1).

A  CPFvm

1
Ny

Figura 1. Representacion anatémica de la CPF. A, La CPF en humanos se divide en: CPF ventromedial (CPFvm),
CPF dorsolateral (CPFMdl) y CPF orbital (COF). B, La CPF de roedores se divide en la CPF medial (CPFm) y la
Corteza orbitofrontal (COF). C, A su vez, la CPFm de roedores se divide en el 4rea del cingulo anterior (ACa), la
regi6n prelimbica (PL) y la regién Infralimbica (IL) (Modificado de Eichenbaum 2017).

La CPFm esta organizada de manera laminar en 5 capas celulares (I, II/III, V y VI) que
estan conformadas por diversos subtipos de neuronas que se pueden clasificar en dos
categorias principales: neuronas piramidales glutamatérgicas e interneuronas GABAérgicas

(Somogyi et al. 1998). Las neuronas piramidales son de tipo excitatorias y representan el ~85%
14



Antecedentes

de la poblacién neuronal que conforma a la CPFm. Los somas de estas neuronas se localizan
en la mayoria de las capas corticales (capas II/III, V y VI) a excepcién de la capa I donde no se
encuentran somas de estas neuronas. Morfolégicamente, las neuronas piramidales estan
conformadas por un soma de ~25-50 um de didmetro, por un conjunto de dendritas basales
ubicadas cerca del soma y por una dendrita apical que proyecta hacia las capas superficiales
de la corteza (DeFelipe, Alonso-Nanclares, and Arellano 2002). De acuerdo con su patrén de
disparo, las neuronas piramidales se han clasificado en tres grupos principales: piramidales de
descarga regular (RS, regular spiking cells), piramidales con réafagas inactivadoras (IB,
inactivating bursting cells) y piramidales con rafagas no inactivadoras (NIB, non-inactivating

bursting cells) (Dégenetais et al. 2002).

Por su parte, las interneuronas son de tipo inhibitorias y representan soélo el ~15% de
la poblacién neuronal de la CPFm. A diferencia de las neuronas piramidales, las interneuronas
se distribuyen homogéneamente en todas las capas corticales (Courtin et al. 2013). Estas
neuronas se clasifican de acuerdo con su morfologia en: neuronas comunes, en cesto (basket
cells; clasificadas en grandes y pequefias), en candelabro (chandelier) y en dos ramilletes
(doublebouquet). De acuerdo con una clasificaciéon neuroquimica las interneuronas se
clasifican en: neuronas de calbindina (CB), neuronas de parvalbimina (PV) y neuronas
calretinina (CR). Por ltimo, de acuerdo a su huella electrofisioldgica éstas se clasifican en tres
tipos: las inhibitorias de descarga rapida (FS o fast-spiking cells, que descargan ténicamente
potenciales de accién sin adaptacién), las de descarga regular (RS, que descargan con una
marcada adaptacion) y las de descarga irregular (IS o irregular spiking cells, que descargan en
rafagas con una frecuencia irregular) (Somogyi et al. 1998; DeFelipe, Alonso-Nanclares, and
Arellano 2002; Giustino TF and Maren S 2015). La caracteristica principal de las interneuronas
es que ejercen un control inhibitorio local sobre la actividad excitatoria de las neuronas
piramidales para asi permitir un balance adecuado y funcional entre excitacion e inhibicién
(DeFelipe, Alonso-Nanclares, and Arellano 2002). Este balance en la actividad eléctrica de la

CPFm es necesario para permitir la regulaciéon de diferentes procesos conductuales.
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En cuanto a su conectividad, la CPFm envia y recibe diferentes proyecciones de
estructuras cerebrales relevantes que se han relacionado con la bisqueda de recompensas y la
expresion de respuestas defensivas ante amenazas. De manera general, la CPFm se comunica
reciprocamente con las siguientes estructuras: 1) el nicleo medial dorsal del talamo, 2) con los
ganglios basales, 3) con las neuronas dopaminérgicas y GABAérgicas del Area Tegmental
Ventral (ATV), a su vez el ATV envia informacién dopaminérgica de regreso a la CPFm e
informacion GABAérgica hacia el NAcc, 4) con la amigdala, preferentemente con la regiéon PL
e IL 5)y con el Hipocampo Ventral (HV). De manera no reciproca, la CPFm proyecta de manera
directa hacia el NAcc, el Area Gris Periacueductual (AGP), la habénula lateral y el ntcleo dorsal
del rafe. Finalmente, la CPFm tiene densas proyecciones a nivel local. Por ejemplo, la corteza
PL se conecta directamente con el ACa, mientras que la IL proyecta hacia la corteza PL y la
parte dorsal del ACa (Vertes 2004; Courtin et al. 2013; Moorman et al. 2015; Pastor and Medina
2021). Gracias a estas caracteristicas anatomicas y de conectividad la CPFm ha ganado un

distintivo papel en la regulacién de la conducta emocional.

2.1.2 La corteza Prelimbica codifica estimulos que predicen amenazas y regula la
expresion de respuestas aversivas

Para estudiar en el laboratorio como responden los animales ante la presencia de
estimulos que predicen amenazas se ha empleado el condicionamiento al miedo Pavloviano
(Sotres-Bayon and Quirk 2010a). En este paradigma conductual los animales (normalmente
roedores) son colocados en una caja operante donde se les presenta de manera repetida un
estimulo neutro, por lo general un tono, seguido de una descarga eléctrica. Después del
entrenamiento, los animales aprenden que el tono predice la descarga eléctrica y son capaces
de expresar respuestas defensivas como la inmovilizacién cuando el tono se presenta en
ausencia de la descarga eléctrica (Ledoux 2000). Diversos estudios han coincidido con que la
amigdala es necesaria para que los animales adquieran y evoquen respuestas aversivas, sin
embargo, actualmente también se ha descrito que la CPFm juega un papel crucial para la

expresion y regulacion de este tipo de respuestas (Sotres-Bayon & Quirk, 2010b).
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Los primeros estudios que lograron relacionar de manera concisa a la CPFm con el
condicionamiento al miedo fueron realizados mediante el uso de registros electrofisiolégicos
de la actividad neuronal de esta estructura. En un estudio pionero, se entrend a ratas en el
condicionamiento al miedo y se registrd la actividad neuronal de la CPFm durante una prueba
en donde el tono ya habia sido asociado como aversivo. Se observd un incremento de la
actividad neuronal de la CPFm de manera pronunciada durante la presentaciéon del tono
aversivo, pero no en ausencia de éste. Este incremento en la actividad de la CPFm se vio
relacionada con la expresion de la respuesta de inmovilizacién de los animales durante la

prueba (Baeg et al. 2001), sugiriendo que la CPFm codifica informacién aversiva del ambiente.

Mas adelante, se identifico una importante diferenciacion entre la corteza PL e IL en el
procesamiento de informacién aversiva. Milad y Quirk (2002) entrenaron a un grupo de ratas
en el condicionamiento al miedo y registraron la actividad de la corteza IL. en dos momentos
importantes: después de que los animales aprendieron que el tono predecia la descarga
eléctrica (evocacion del condicionamiento) y después de que los animales aprendieron que el
tono ya no predecia la descarga eléctrica (extincién del condicionamiento). Se observé un
incremento de la actividad eléctrica de la corteza IL durante la presentaciéon del tono en la

extincion, pero no en la evocacion, del condicionamiento (Milad and Quirk 2002).

Tiempo después, Burgos-Robles y colaboradores (2009) hicieron un experimento,
similar al descrito anteriormente, donde encontraron que la actividad de la corteza PL
increment6 de manera sostenida con la presentaciéon del tono durante la evocacién del
condicionamiento al miedo, pero no durante la extincion. Este incremento en la actividad de
la corteza PL se vio reflejada con la respuesta de inmovilizacién de los animales durante la
presentacion del tono (Burgos-Robles et al., 2009). De modo que la corteza PL, pero no la

corteza IL, codifica informacion sobre estimulos que predicen amenazas (Figura 2).

17



Antecedentes

Registro unitario

P e

L == NRPIEN  Tono |
- 29100 g
~ S _ a
PLIA % 8 80 PL .2
— - o
oA 3 60- 2 8
) E 401 170
= 8 20~ N
k. 2 0- T~

05s 0 30s

Figura 2. La corteza PL codifica informacion de estimulos que predicen amenazas. A, Esquema de registro
unitario en la corteza PL durante la prueba de condicionamiento al miedo. B, El incremento de la respuesta de
inmovilizacién de los animales durante la presencia del tono aversivo corresponde con el mismo incremento
sostenido de la actividad eléctrica de la corteza PL (Modificado de Burgos-Robles et al., 2009).

Consistente con lo anterior, diversos estudios han reportado que la actividad de la
corteza PL, pero no la corteza IL, regula la expresion de reacciones de defensa ante la presencia
de estimulos que predicen una amenaza (Peters, Kalivas, and Quirk 2009; Milad and Quirk
2012; Sotres-Bayon and Quirk 2010b). De manera general, se ha reportado que el bloqueo
farmacolégico de la actividad excitatoria de esta estructura disminuye la respuesta de
inmovilizacién de los animales durante la evocacion del condicionamiento (Sierra-Mercado et
al., 2011), pero no antes del condicionamiento (Adquisicién) (Corcoran & Quirk, 2007) o
después de la extincion (Laurent & Westbrook, 2009; Sierra-Mercado et al., 2011). En
contraparte, la estimulacion eléctrica de la corteza PL incrementa los niveles de inmovilizacion
durante la presentacién del tono condicionado como aversivo (Vidal-Gonzalez et al. 2006);
sugiriendo que esta estructura es suficiente para promover las respuestas defensivas ante

amenazas.

En conjunto, la evidencia acumulada sobre la corteza PL y su participacién en el
condicionamiento al miedo sugiere que la actividad de esta estructura no sélo codifica la
informacion aversiva del ambiente, sino que también es necesaria y suficiente para que los

animales expresen repuestas defensivas ante las amenazas sefializadas.
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Lo descrito anteriormente esta basado en estudios donde la respuesta defensiva ante
una amenaza se expresa de manera pasiva, es decir, no requiere de la ejecuciéon de una acciéon
por parte del animal para ser observada. Sin embargo, la corteza PL también se ha visto
involucrada en la expresion de respuestas activas de defensa desencadenadas para evitar o
escapar de los estimulos aversivos (Diehl, Bravo-Rivera, and Quirk 2019). Para estudiar
experimentalmente este tipo de respuestas, en los laboratorios se entrena a los animales a
ejecutar acciones especificas (p.ej., desplazarse a un compartimento seguro, presionar una
palanca o subir a una plataforma) durante la presentacién de un tono que predice la ocurrencia
de la descarga eléctrica. De este modo, el tono sirve como una sefial de alerta para que el animal

evite estimulos aversivos-dolorosos.

En un estudio donde las ratas debian subirse a una plataforma para evitar una descarga
eléctrica sefializada por la presencia de un tono se encontr6 una correlacién positiva entre la
actividad neuronal de la corteza PL y la respuesta persistente de los animales para subirse a la
plataforma. Esto es, a mayor actividad de la corteza PL mayor fue la respuesta de evitacién
(Bravo-Rivera et al. 2015). En este sentido, la infusién local de muscimol, un agonista
GABAérgico que inhibe la actividad excitatoria al promover la hiperpolarizaciéon de las
neuronas postsinapticas, en la corteza PL disminuy? la respuesta de evitacién de los animales
para subirse a la plataforma en comparacién con el grupo control (Bravo-Rivera et al., 2014).
Por lo que, esta estructura también regula la correcta expresiéon de respuestas activas de

defensa ante estimulos amenazantes.

Asi mismo, una caracteristica funcional que se ha observado en la corteza PL es que la
actividad de esta estructura no es reclutada (Albrechet-Souza, Borelli, and Brandao 2008) ni
es necesaria para responder ante la presencia de estimulos que de manera natural representan
una amenaza en los animales (Corcoran and Quirk 2007). Por lo que, la corteza PL podria
regular la conducta motivada bajo condiciones de conflicto donde compiten estimulos que

fueron adquiridos como amenazantes.

19



Antecedentes

Es importante mencionar que para regular adecuadamente la conducta ante la
presencia de amenazas se requiere de la correcta comunicaciéon de la corteza PL con otras
estructuras. Por ejemplo, en un estudio se registr6 la actividad de la corteza PL al mismo
tiempo que se administr6 muscimol en la amigdala o el HV en ratas entrenadas en el
condicionamiento al miedo. Se observ6 que la inactivacién de la amigdala decrement6 la
actividad de neuronas piramidales de la corteza PL y la respuesta de inmovilizacién de los
animales durante la presentacion de un tono aversivo. Mientras que, la inactivacion del HV
decrementd la actividad de las neuronas inhibitorias de la corteza PL e increment? la respuesta
de inmovilizacién durante el tono (Sotres-Bayon et al. 2012). De modo que, la corteza PL regula
la expresién de respuestas aversivas a través de su correcta comunicaciéon con diferentes

circuitos cerebrales.

Por tltimo, una caracteristica funcional que tiene la corteza PL es que no s6lo responde
ante la presencia de estimulos negativos que amenazan la seguridad de los animales. La corteza
PL también tiene la particularidad de responder ante estimulos de valencia motivacional
positiva para dirigir la conducta hacia la busqueda de recompensas como se vera a

continuacion.

2.1.3 La corteza Prelimbica codifica estimulos que predicen recompensas y
regula la conducta apetitiva

El sistema cerebral apetitivo que nos permite acercarnos a las recompensas se ha
estudiado bastante y actualmente se conocen bien las estructuras cerebrales que forman parte
de él (Cardinal, Parkinson, Hall, et al. 2002). Una de estas estructuras necesarias para la
btisqueda de recompensas es la CPFm (Moorman et al., 2015; Peters et al., 2009). Mediante
registros electrofisiol6gicos se han identificado neuronas de la CPFm que modulan su actividad
de acuerdo con la presentacién de estimulos que predicen una recompensa, pero no asi ante
estimulos que no predicen recompensas (Pratt and Mizumori 2001). Esto sugiere que la CPFm

también codifica la informacién apetitiva del ambiente.
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Mas adelante, se report6 que existe una diferenciacion especial entre la corteza PL e IL
para procesar conductas apetitivas. Burgos-Robles y colaboradores (2013), implantaron
electrodos en la corteza PL o IL de animales que fueron entrenados a presionar una palanca
para recibir comida como recompensa. De manera interesante, observaron que la actividad de
la corteza PL incrementd rapida y transitoriamente justo en el momento en que los animales
presionaron la palanca asociada con la comida. Mientras que, la actividad de la corteza IL
aument6 de manera prolongada después de que los animales presionaron la palanca. En ambas
estructuras no se observaron cambios en la actividad neuronal cuando las ratas presionaron
una palanca que nunca fue asociada con la comida, sugiriendo que las neuronas respondieron
especificamente a la recompensa y no a la accién de presionar la palanca (Burgos-Robles,
Bravo-Rivera, and Quirk 2013) (Figura 3). La evidencia anterior sugiere que la corteza PL
responde mas ante la presencia de estimulos apetitivos para ejecutar la busqueda de
recompensas, en tanto que la corteza IL se activa preferencialmente durante la accién

consumatoria de éstas.

En congruencia con lo descrito, otros estudios han reportado que la corteza PL es
necesaria para la bisqueda de recompensas mientras que la corteza IL participa en la
supresion de conductas relacionadas con la bisqueda de recompensas (Moorman and Aston-
Jones 2015). Por ejemplo, en un estudio donde se entrené a un grupo de ratas a asociar un
tono con la entrega de comida se observé una disminucién de la conducta de aproximacion al
tono cuando los animales recibieron un farmaco que bloqueo la actividad excitatoria de la
corteza PL (Sangha et al. 2014). Por otra parte, un estudio reportd que la inhibicion de la
actividad de la corteza IL mejor6 la busqueda de recompensas a pesar de que los animales ya
habian aprendido que una sefial ya no predecia su disponibilidad (Rhodes and Killcross 2007).
De modo que, en condiciones normales la corteza PL, pero no la IL, impulsa la basqueda de

recompensas.
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La participacion de la corteza PL en la basqueda de recompensas naturales como la
comida también se ha observado en la conducta de bisqueda de drogas. Concretamente, en
animales que fueron entrenados a suprimir la respuesta de palanqueo para conseguir una
droga se observd que la inactivacion de la corteza PL impidi6 la reinstalaciéon de la busqueda
de heroina (Moorman and Aston-Jones 2015). En contraparte, la estimulacion de esta corteza
increment¢ la respuesta de palanqueo de los animales para conseguir cocaina (Peters, Kalivas,
and Quirk 2009). De este modo, la actividad de la corteza PL es necesaria y suficiente para

impulsar la bisqueda de recompensas tanto naturales como artificiales.

Palanca
o~ - Q

/ s PL {%

£ o ILiE

. = -

e :
e Plato de comida

Palanca reforzada Palanca no reforzada
B 20 =
i bt
T 15 B
o= a
E =
T oo 3
= 2
o 05 o
b= b=
o o
E 0.0 £

0.5 gﬁﬁ
21012 3 45678 9310
Segundos Segundos

Figura 3. La CPFm codifica de manera diferencial informacién de estimulos asociados con la entrega de
recompensas. Se muestra un incremento en la corteza PL al momento en que las ratas presionaron una palanca
para recibir comida como recompensa. Mientras que, la corteza IL responde después de que los animales
recibieron la recompensa. La actividad de ambas cortezas no increment6 cuando los animales presionaron una
palanca que no fue asociada a la recompensa (Modificado de Burgos-Robles et al., 2013).

Otra propiedad de la corteza PL es que esta estructura no es necesaria para responder
ante estimulos naturalmente apetitivos. Por ejemplo, un estudio evalu6 la actividad neuronal

en la corteza PL después de la presentacion de un estimulo neutro (p e€j. agua) en comparaciéon
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con un estimulo naturalmente apetitivo (p. ej. sacarina). No se observaron diferencias
significativas en los niveles de expresion de C-fos en la corteza PL después de la presentacion
de ambos estimulos (De la Cruz, Coke, and Bodnar 2016), sugiriendo que la PL procesa
informacién apetitiva de tipo aprendida. En este sentido, es probable que esta estructura
participe en la bisqueda de recompensas bajo condiciones de conflicto que requieren del

aprendizaje.

Por dltimo, es necesario mencionar que la basqueda de recompensas regulada por la
corteza PL requiere de su correcta comunicacién con diferentes estructuras subcorticales que
también procesan informacién apetitiva del ambiente como el NAcc (Pastor and Medina 2021).
A continuacién, se describird la participacién del NAcc tanto en el procesamiento de

informacion apetitiva y aversiva.

2.2 Nucleo Accumbens

2.2.1 Anatomia y conectividad

El NAcc es una estructura ubicada en la parte rostro basal del cerebro medio y forma
la mayor parte del estriado ventral (regién perteneciente a los ganglios basales), junto con el
tubérculo olfatorio, la porcién ventromedial del ntcleo caudado y el putamen (Lopez-Antunez
1979). Como el resto del estriado (dorsal), las neuronas principales del NAcc son las neuronas
espinosas medianas de tipo GABAérgicas que constituyen el ~95% de esta estructura. Estas
neuronas se clasifican en dos poblaciones distintas: las que expresan receptores de dopamina
tipo 1 (NEM-D1) y las que expresan receptores de dopamina tipo 2 (NEM-D2) (Klawonn and
Malenka 2018). De manera general, se ha descrito que las NEM-D1 proyectan de manera
directa hacia el ATV, en tanto que las NEM-D2 proyectan principalmente hacia el Palido

Ventral (VP) (Nicola 2007).

Morfolégicamente, el NAcc se ha dividido en dos regiones principales: el NAcc Core,

que rodea la comisura anterior (Ca) y el NAcc Shell (Zahm, 2000). La distincién entre NAcc
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Corey Shell se debe, en parte, a la conectividad diferenciada de ambas subregiones. A grandes
rasgos, se ha descrito que el NAcc Shell se conecta mayoritariamente con los sistemas efectores
viscerales y autébnomos, mientras que la parte Core del NAcc proyecta mas con los sistemas

motores (Zahm & Heimer, 1993).
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Figura 4. Subdivision morfoldgica del NAcc y sus principales aferencias y eferencias. A, El NAcc se divide
en NAcc Core y NAcc Shell. B, E1 NAcc como una interfaz limbico-motor. El NAcc recibe proyeccién glutamatérgica
de la CPF que esta relacionada con la flexibilidad cognitiva, del Hipocampo que procesa informacién espacial y
contextual, de la Amigdala que participa en el condicionamiento aversivo y apetitivo y del ATV que es la principal
fuente de dopamina en el cerebro. A su vez, el NAcc envia proyecciones GABAérgicas hacia estructuras
relacionadas con la motricidad (Modificado de Floresco, 2015).

Por su parte, el NAcc recibe proyecciones glutamatérgicas de estructuras limbicas
relacionadas con la valencia de los estimulos como la amigdala, asi como de estructuras que
procesan informacioén espacial y contextual como el hipocampo y de la CPF que esta implicada
en el razonamiento y la cognicién (Floresco 2015). Para este trabajo, es importante mencionar
que la corteza PL envia aferencias glutamatérgicas de manera preferencial al NAcc Core,
mientras que la corteza IL proyecta mas hacia el NAcc Shell (Vertes 2004). Por altimo, el NAcc

recibe también bastas aferencias dopaminérgicas provenientes del ATV y aferencias
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noradrenérgicas del Ntcleo del Tracto Solitario y del Locus Coeruleus ( Zahm, 2000). El NAcc
envia diversas proyecciones eferentes principalmente GABAérgicas hacia diferentes ntcleos
motores como el PV, el ATV y la substancia nigra pars reticulada (Zahm, 2000). Por su
conectividad anatémica, el NAcc ha sido definido como una interfaz limbica-motor por la
extensa comunicacién neuroanatémica que recibe y proyecta de diferentes estructuras

corticales y subcorticales limbica-motoras (Figura 4).

2.2.2 El Nacleo Accumbens codifica estimulos que indican amenaza y regula la
conducta de aversién

Durante mucho tiempo se pensé que el NAcc, al formar parte del sistema mesolimbico-
dopaminérgico (Parkinson, Cardinal, and Everitt 2000), sélo procesaba informacién de tipo
apetitiva. Sin embargo, se ha demostrado que esta estructura también codifica informacién
negativa de los estimulos ambientales. Por ejemplo, en un estudio se entrend a ratas a asociar
un tono con la entrega intraoral de quinina (un sabor naturalmente aversivo por ser amargo)
mientras se registraba la actividad neuronal del NAcc. Después de varios ensayos, se observo
que las neuronas registradas en esta estructura incrementaron su tasa de disparo durante la
presentacion del tono en ausencia de la quinina en comparacion con su actividad basal (Setlow,
Schoenbaum, and Gallagher 2003). De igual modo, otro estudio report6 que las neuronas del
NAcc incrementaron su tasa de disparo durante la presentacion intraoral de quinina en
comparacion con su actividad basal (Roitman, Wheeler, and Carelli 2005). De acuerdo con esta
evidencia, otros autores han sugerido que las neuronas del NAcc son capaces de modular su
actividad eléctrica antes y después de la presentacién de quinina (Han and Lu 2016). En
conjunto, esta evidencia electrofisiolégica sugiere que el NAcc codifica informacién del
ambiente, tanto aprendida como innata, de estimulos que generan respuestas aversivas

(Figuras5, Ay B).

Consistente con lo anterior, se ha observado que la actividad el NAcc también es

necesaria para que los animales expresen reacciones activas de defensa ante estimulos que
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predicen amenazas. Diversos autores han reportado que la administraciéon de farmacos que
bloquean la actividad del NAcc Core o Shell impide que los animales ejecuten respuestas de
evitaciéon ante la presencia de sefiales que predicen la entrega de una descarga eléctrica
(Bravo-Rivera et al., 2014; Fernando et al., 2014; Ramirez et al., 2015). De modo que el NAcc,
al igual que la corteza PL, es necesario para que los animales expresen respuestas defensivas

ante las amenazas sefializadas.

De manera interesante, algunos estudios han observado que existe una diferenciacion
funcional del NAcc, tanto en Core como Shell, de acuerdo con su eje anteroposterior. En un
estudio realizado por Reynolds y Berrigde (2001) administraron un agonista GABAérgico
(muscimol) en la parte anterior y posterior del NAcc Shell y evaluaron la expresiéon de
respuestas defensivas innatas ante la presencia de un estimulo amenazante. Estos autores
observaron que después de la inactivacién del NAcc posterior (pNAcc) se observo una mayor
expresion de las respuestas defensivas de los animales en comparacion con la inactivacion del
NAcc anterior (aNAcc) y el grupo control (ratas sin el aNAcc y pNAcc inactivado) (Reynolds

and Berridge 2001).

En sentido con lo anterior, otro estudio reporté que la administracién de muscimol en
el pNAcc (especialmente en la region Core) incrementd la respuesta de evitacion de los
animales para entrar al brazo de un laberinto asociado con una descarga eléctrica (Hamel et
al. 2018). Experimentos realizados en el laboratorio han encontraron que el bloqueo temporal
de la actividad del pNAcc mejor6é la conducta de evitaciéon de un estimulo gustativo
previamente asociado con un malestar gastrico, mientras que la inactivacién del aNAcc
decremento la evitacion del estimulo gustativo aversivo (Penas-Rincon, et al., 2018). Es decir,
en condiciones normales en aNAcc es necesario para evitar la eleccién de estimulos gustativos
aversivos, en tanto que el pNAcc promueve la elecciéon de estimulos gustativos aversivos. En
conjunto, estos datos sugieren que de acuerdo con el eje anteroposterior del NAcc la actividad
de esta estructura es necesaria para expresar o suprimir respuestas defensivas ante estimulos

adquiridos como aversivos.
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Para resumir, el NAcc codifica informaciéon de estimulos que de manera natural o
aprendida generan respuestas aversivas en los animales. La actividad de esta estructura es
necesaria para que los animales expresen respuestas activas de defensa ante la presencia de
estimulos que amenazan su seguridad. Por dltimo, existe una diferenciacion tanto del NAcc
Core como del NAcc Shell en la expresion de respuestas de evitacion ante sefiales de amenaza.
En consecuencia, esta estructura cerebral podria ser necesaria al enfrentar amenazas tanto

innatas como aprendidas durante un conflicto motivacional.

2.2.3 El Ntcleo Accumbens codifica estimulos que indican recompensas y regula
la conducta apetitiva

A diferencia del sistema motivacional aversivo, el sistema apetitivo que permite buscar
recompensas se ha relacionado més con el NAcc, particularmente por su comunicaciéon con el
sistema dopaminérgico de cerebro (Fields et al. 2007). En efecto, los primeros estudios
relacionados con el circuito de recompensas consolidaron al NAcc como un centro del “placer”
debido a su relacién con la bisqueda de recompensas (Mogenson, Jones, and Yim 1980).
Actualmente, dada la complejidad anatémica y de conectividad que tiene el NAcc, no sélo se ha
relacionado con la basqueda de recompensas, sino que ademas participa en la modulacién de

otras caracteristicas de la conducta motivada.

En este sentido, Roitman y colaboradores (2004) entrenaron a ratas a asociar un tono
con la presentaciéon intraoral de sacarosa (estimulo naturalmente apetitivo por ser dulce)
mientras se registraba la actividad neuronal del NAcc. Después de varios dias de
entrenamiento, se observd que las neuronas del NAcc incrementaron su actividad eléctrica
durante la presentacion del tono en ausencia de la sacarina en comparacion con su actividad
basal (Roitman et al. 2004). De igual modo, se ha descrito que el NAcc tiene la capacidad de
procesar informacién de estimulos apetitivos innatos. Un estudio similar reporté que las

neuronas del NAcc pueden modular su actividad eléctrica de acuerdo con la ausencia o
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presencia de sacarosa (Setlow et al., 2003). Es decir, las neuronas del NAcc pueden detectar

recompensas innatas y seflalizadas en el ambiente. (Figura 5, Cy D).

Actividad L‘;;_B

A 4'}) - ‘ neuronal B .

- Quinina - Quinina
g E J -
5 2 ]
® % 2
3 e
= -5 0 6 & -1000 0 1000 2000
<) 0
Tiempo (seg) Tiempo (milisegundos)
&7 D
. V=0 0
) Sacarosa —
o T 15, Sacarosa
o o1
£ g1
3 2 5
Eo EOF..,.,.....-.._....I
F s 0 6 = 1000 0 1000 2000
<)
Tiempo (seg) Tiempo (milisegundos)

Figura 5. El NAcc codifica informacién aversiva y apetitiva de estimulos aprendidos e innatos. A,
Incremento de la actividad neuronal del NAcc durante la presentacién de una sefial que predice quinina. B,
Aumento de la actividad neuronal del NAcc durante la presentacién intraoral de quinina. C, Incremento de la
actividad neuronal del NAcc durante la presentacién de una sefial que predice sacarosa. D, Aumento de la
actividad neuronal del NAcc durante la presentacién intraoral de sacarosa ( Setlow et al., 2003; Roitman et al.,
2005).

Aunado a lo anterior, se ha observado que una lesion dirigida al NAcc, particularmente
al nticleo Core, impide la conducta de acercamiento de los animales hacia estimulos que fueron
asociados con la entrega de recompensas (autoshaping) (Cardinal, et al. 2002); sugiriendo
que NAcc es necesario para expresar respuestas apetitivas. Sin embargo, cuando se ha
evaluado si el NAcc es necesario para que los animales ejecuten respuestas instrumentales para

obtener una recompensa la participacion de esta estructura no es tan clara. Por ejemplo, se ha
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observado que el bloqueo de la actividad del NAcc impide que los animales presionen una
palanca por comida bajo un programa de refuerzo alto (Hamill et al. 1999), pero cuando el
refuerzo requerido es bajo el bloqueo de la actividad de esta estructura no afecta la respuesta
instrumental (Kelley, Smith-Roe, and Holahan 1997). Por lo cual, la participacién del NAcc en

la bisqueda de recompensas parece depender del tipo de tarea instrumental que se realice.

Otra variable que hace mas dificil discernir entre la participacién del NAcc en la
conducta motivada por recompensas es que se ha encontrado una participacién diferencial de
esta estructura de acuerdo con su eje anteroposterior. Por ejemplo, Reynolds y Berridge (2001)
observaron que la administracién de muscimol en el NAcc, especialmente en la parte Shell,
tuvo efectos opuestos en la ingesta de alimento de acuerdo con la parte anterior o posterior
que se evalud. De manera concisa, la desactivacion del aNAcc incrementé la ingesta de
alimento, mientras que el pNAcc disminuy6 el consumo del mismo (Reynolds and Berridge
2001). Adicionalmente, otro estudio observé que la inactivacién del aNAcc Core decrementd el
tiempo que permanecieron los animales en el brazo de un laberinto asociado a la presencia de
sacarina como recompensa (Hamel et al. 2017). De modo que, al igual que con la informacién
aversiva, el NAcc contribuye de manera diferencial a la bisqueda de recompensas ante

estimulos apetitivos aprendidos e innatos de acuerdo con su eje anteroposterior.

Por ltimo, otra propiedad importante de mencionar del NAcc es que esta estructura
también es sensible a la busqueda de recompensas artificiales como las drogas (Fields et al.
2007). Por ejemplo, en un estudio se entren6 a ratas a presionar una palanca para
autoadministrase cocaina ante la presencia y ausencia de una sefial que predecia su
disponibilidad. Se observé que al inhibir la actividad neuronal del NAcc los animales
decrementaron drasticamente su respuesta de palanqueo para recibir la cocaina de manera
similar ante la ausencia y presencia de la sefial que indicaba su presencia (Stefanik et al. 2013).
De modo que, el NAcc también es necesario para que los animales ejecuten acciones,

aprendidas e innatas, para obtener recompensas artificiales como las drogas.
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En resumen, la evidencia acumulada sugiere que el NAcc es una estructura que codifica
sefiales del ambiente que predicen amenazas y recompensas, pero que también procesa
informacién de estimulos que de manera natural son apetitivos y aversivos. En este sentido,
se sabe que esta estructura regula las respuestas activas de defensa ante estimulos de amenaza
aprendidas e innatas. Aunque ha sido mas complicado diferenciar la participacién del NAcc en
la basqueda de recompensas hay un consenso en la literatura cientifica de que esta estructura
modula la conducta motivada por estimulos apetitivos de diversa indole como la comida y las
drogas. Por lo que, el NAcc podria contribuir a la regulaciéon de la conducta durante condiciones

de conflicto guiadas tanto por estimulos aprendidos como innatos.

2.3 Comunicacién funcional de la corteza Prelimbica y el Ntcleo Accumbens

Como se mencion6 anteriormente, la corteza PL y el NAcc no s6lo contribuyen a
responder adecuadamente ante estimulos opuestos, sino que también existe una comunicacién
anatémica entre ambas estructuras (Vertes 2004). Gracias al desarrollo de herramientas como
la optogenética hoy en dia se ha demostrado que la comunicaciéon anatémica entre ambas
estructuras es funcional. Estudios recientes han manipulado optogenéticamente los axones
aferentes de la corteza PL en el NAcc para evaluar si esta via es necesaria y/o suficiente para
la expresion de conductas motivadas (Stefanik et al., 2016; Friedman et al., 2015; Zhou et al.,

2018; Diehl et al,, 2020).

Para manipular optogenéticamente los axones aferentes de la corteza PL en el NAcc es
necesario que las neuronas de la corteza PL expresen opsinas sensibles a luz que al ser
estimuladas con una longitud de onda en particular permiten la estimulacién o inhibicién de
la actividad neuronal. Por ejemplo, para fotoinhibir la actividad neuronal se inyecta en las
neuronas de proyecciéon un vector viral que permite la expresiéon de la proteina canal
arqueorodopsina (Arch) bajo en promotor de la enzima Calcio Calmodulina Cinasa I (CamKII).

Esta proteina canal al ser estimulada con un pulso continuo de luz verde (longitud de onda de
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532 nm) funciona como una bomba de protones al permitir el movimiento de cationes hacia
el espacio extracelular. De esta manera, el potencial de membra en reposo de la neurona se
hiperpolariza dando como resultado una menor probabilidad de generar corrientes
postsinapticas excitatorias (Boyden 2011). En contra parte, para fotoestimular la actividad
neuronal se inyecta en las neuronas de proyeccién un vector viral que permite la expresion del
canal de rodopsina-2 (ChR2), bajo el promotor de CamKII. Este canal al ser estimulado con
pulsos pequeiios de luz azul (longitud de onda de 473 nm) permiten el paso de cationes hacia
el interior de la célula. En consecuencia, el potencial de membrana en reposo se despolariza y
resulta en una mayor probabilidad de generar corrientes postsinapticas excitatorias

(Deisseroth 2015).

Utilizando los principios de optogenética Stefanik y colaboradores encontraron que la
fotoinhibicion de los axones de la corteza PL, infectados con el canal de Arch, en el NAcc impide
la busqueda de recompensas. En este estudio, se entrend a ratas a presionar una palanca para
auto administrarse cocaina durante la presentaciéon de una sefial que predecia su
disponibilidad. Al fotoinhibir la via PL-> NAcc se observd un decremento significativo de la
respuesta de palanqueo por la cocaina en comparaciéon con los animales que tuvieron la via
intacta (Stefanik, Kupchik, and Kalivas 2016). De modo que, la correcta comunicacién entre la

corteza PL y el NAcc es necesaria para buscar recompensas.

Por otra parte, Diehl y colaboradores (2020) publicaron un estudio donde demostraron
que la via PL->NAcc es suficiente para expresar respuestas activas de defensa (evitacion) ante
la presencia de una sefial que predice una amenaza. En este estudio se condicioné a ratas a
subirse a una plataforma para evitar la presentaciéon de una descarga eléctrica sefializada por
un tono. Al fotoestimular los axones aferentes de la corteza PL en el NAcc durante la
presentacion del tono aversivo se observé un decremento de la conducta de evitacion (Diehl et
al. 2020). Por lo que, se requiere una correcta comunicacion entre la corteza PL y NAcc para

que los animales expresen adecuadamente conductas defensivas ante una amenaza (Figura 6).
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Figura 6. La via PL->NAcc participa en la expresion de reacciones de defensa ante un estimulo que predice
amenaza. A, Los animales aprenden a evitar una descarga eléctrica al subirse a una plataforma cuando un tono
predice su ocurrencia. B, Inyeccién de un vector viral en la corteza PL para expresar el ChR2 en los axones
aferentes de esta estructura en el NAcc. C, La fotoactivacién de los axones de la corteza PL en el NAcc decrementd
la respuesta de evitacién ante un tono condicionado como aversivo (Modificado de Diehl et al. 2020).

En resumen, la evidencia creciente ha demostrado que: 1) la corteza PL procesa
informacion de estimulos que predicen amenazas y recompensas en el ambiente. La actividad
de esta estructura es necesaria y suficiente para expresar respuestas defensivas ante amenazas
y respuestas apetitivas ante las recompensas. 2) El NAcc procesa informacién aprendida e
innata de estimulos que indican amenazas y recompensas. Existe una diferenciacion
anteroposterior de esta estructura para responder ante estimulos de amenaza y de btisqueda
de recompensas. 3) Existe una comunicacion anatémica y funcional entre la corteza PL y el
NAcc para permitir que los animales respondan adecuadamente ante condiciones
independientes de amenaza y recompensa. En consecuencia, ambas estructuras podrian
regular la conducta de los animales durante condiciones de conflicto en donde es necesario

enfrentar amenazas para obtener recompensas.
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3. Planteamiento del problema

Alejarse de estimulos amenazantes (aprendidos o innatos) es vital para la
supervivencia. Sin embargo, hay ocasiones en donde la presencia de amenazas viene
acompanada de recompensas, provocando un conflicto motivacional en los individuos. Bajo
esta condiciéon de conflicto, los animales se ven forzados a elegir entre evitar las amenazas bajo
el costo de perder recompensas o acercarse a las recompensas bajo el costo de enfrentar
amenazas. La conducta de eleccién bajo conflicto requiere de un mecanismo cerebral eficiente
que permita la integraciéon de la informacién tanto aversiva como positiva del ambiente para
permitir la correcta ejecucién de respuestas de aproximacion o evitacién. Poco se sabe de los
mecanismos cerebrales que permiten a los animales regular su conducta para confrontar

amenazas cuando hay recompensas disponibles durante condiciones de conflicto.

Como se menciond en los antecedentes de este trabajo, tanto la corteza PL como el
NAcc procesan informacién de estimulos que predicen amenazas y la disponibilidad de
recompensas. También, se ha reportado que existe una comunicacién anatémica y funcional
entre ambas estructuras para permitir que los animales respondan adecuadamente ante
estimulos aversivos y apetitivos. Por lo que, nos preguntamos si existe una comunicacién
funcional entre la corteza PL y el NAcc cuando los animales eligen confrontar amenazas para

buscar r ecompensas.

Para evaluar si existe una comunicacion funcional entre la corteza PL y el NAcc durante
un conflicto motivacional, primero implementamos tres tareas de conflicto motivacional
donde los animales son retados a enfrentar amenazas por recompensas. Utilizamos tanto
estimulos aprendidos como innatos para guiar la conducta de los animales durante el conflicto.
Antes de evaluar la participacion de las estructuras de interés en nuestras tareas de conflicto,
validamos farmacolégicamente las tres tareas de conflicto mediante la administracién
sistémica de diazepam. Una vez que validamos que nuestras tareas eran adecuadas para

evaluar la conducta de los animales bajo condiciones de conflicto, probamos el efecto de la
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inactivacion temporal de la corteza PL y NAcc, en su eje anterior y posterior, durante las tres
tareas de conflicto. Después de que comprobamos que ambas estructuras, de manera
independiente, son necesarias para regular la respuesta de los animales ante situaciones de
conflicto, evaluamos si la comunicacién de la corteza PL y NAcc también participa en la

confrontacién de una amenaza para obtener una recompensa.

3.1 Pregunta de investigacion

¢Cual es la participacion de la via prefrontal-accumbens en el acto de confrontar una amenaza
en la busqueda de recompensas?

3.2 Hipotesis

La corteza PL, el NAcc y su comunicacién son necesarias para regular el acto de confrontar

amenazas en biisqueda de recompensas.

3.3 Objetivo general

El propésito de este proyecto fue evaluar si la corteza PL, el NAcc y su comunicacion es
necesaria para confrontar amenazas en bisqueda de una recompensa ante condiciones de

conflicto motivacional. Para lo cual, se desarrollaron los siguientes objetivos particulares:

Objetivo 1: Validar farmacoloégicamente tres modelos conductuales de conflicto motivacional

desarrollados en el laboratorio.

Objetivo 2: Evaluar si la corteza PL es necesaria para enfrentar amenazas en busqueda de una

recompensa durante situaciones de conflicto.

Objetivo 3: Evaluar si el NAcc, anterior y posterior, es necesario para enfrentar amenazas en

btisqueda de una recompensa durante situaciones de conflicto.

Objetivo 4: Evaluar si la via prefrontal-accumbens es necesaria para enfrentar amenazas en

btisqueda de una recompensa durante situaciones de conflicto.
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4.Método

4.1 Sujetos

Utilizamos ratas macho de la cepa Wistar con un peso promedio de 280 gramos al inicio
de los experimentos. Los animales fueron colocados en cajas individuales con un ciclo
luz/oscuridad de 12 horas. De acuerdo con el protocolo conductual, los animales estuvieron
restringidos de alimento (12 gramos al dia) o agua (12 mililitros al dia) para mantenerlos
motivados a buscar recompensas. Para aquellos protocolos conductuales que duraron mas de
tres semanas con restricciéon de alimento se afladié a la dieta 5 gramos de comida cada
semana para permitir el crecimiento de las ratas. Todos los experimentos fueron aprobados
por el comité de bioética del Instituto de Fisiologia Celular de la Universidad Nacional

Auténoma de México.

4.2 Tareas conductuales

El desarrollo de este trabajo requirié de la implementacion de tres tareas conductuales
de conflicto motivacional donde se ret6 a ratas a enfrentar amenazas por una recompensa.
Aunado a esto, el presente trabajo exigio el uso de otras tareas conductuales que sirvieron
como controles para validar que los efectos observados durante las pruebas de conflicto no se
debieran a otras variables conductuales como: la motricidad, la ansiedad, la ingesta de
alimento o agua, la basqueda de recompensas o la expresion de reacciones de defensa ante una
amenaza. Por tal motivo, en esta seccién se enlistan de manera independiente todas las tareas
utilizadas a lo largo de este estudio. En la seccién de resultados se justificara con detalle el uso

de cada una de estas tareas.

Tarea de conflicto mediado por cruces

Las ratas fueron entrenadas en una caja rectangular de acrilico sostenida por una base
de acero inoxidable (100 cm largo x 30 cm de ancho x 50 cm de alto) ubicada dentro de un

cubiculo disefiado para aislarla del ruido exterior (150 cm de largo x 70 cm de ancho x 140 cm
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de alto). La caja de entrenamiento consisti6 en tres zonas: dos zonas “seguras” y una zona de
“amenaza” (Figura 7A). Cada zona “segura” (20 cm de largo x 30 cm de ancho) se localiz6 en
un extremo opuesto de la caja, mientras que la zona de “amenaza” (60 cm de largo x 30 cm de
ancho) se ubicd en medio de la caja. El piso de la zona de “amenaza” estd conformada por una
serie de barras de acero inoxidable (4.8 mm de didmetro) disefiadas para liberar una descarga
eléctrica (Coulbourn Instruments, USA), mientras que el piso de las zonas “seguras” esta hecho
de acrilico oscuro. Las zonas “seguras” incluyen una bocina y componentes estandar de una
caja de condicionamiento operante (un foco de luz, una palanca conectada a un dispensador
de pellets de 45 mg y un comedero). La caja estuvo conectada a una computadora personal
para ejecutar codigos de MATLAB que controlaron la presentacién de estimulos (liberacion de
comida, luz, bocinas y descarga eléctrica) y registraron los eventos conductuales (presiones de
palanca). La parrilla, los pisos y paredes de la caja fueron limpiadas con alcohol al 70% y
secadas con toallas de papel entre cada rata. Antes de iniciar el entrenamiento de conflicto,
todas las ratas aprendieron a presionar una palanca para obtener pellets de sacarosa (45mg
dustless precision pellets, Bioserve, USA) en un programa de reforzamiento de razoén fija uno
(RF-1, un pellet por cada palanqueo). Todas las sesiones empezaron y terminaron con 5

minutos de habituacion (exposicién al contexto en ausencia de estimulos).

Entrenamiento de conflicto

El entrenamiento de conflicto consisti6 en 5 etapas conductuales: dos etapas de
entrenamiento de recompensa (asociacién de recompensa y cruces de recompensa), dos etapas
de entrenamiento de amenaza (asociaciéon de amenaza y cruces de amenaza) y una etapa de
entrenamiento de discriminacion para identificar ensayos de conflicto y no conflicto. Todo el
entrenamiento de conflicto tuvo una duracién de 30 a dias consecutivos sin contar fines de

semana.

Entrenamiento de recompensa: Las ratas fueron confinadas en una de las zonas “seguras” de
la caja, usando un acrilico oscuro como pared, para ser entrenadas a asociar una luz con la

disponibilidad de comida (Asociacién de recompensa). Un pellet fue entregado en el comedero
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cada vez que las ratas presionaron la palanca cuando la luz estuvo encendida (Ensayos de luz),
mientras que ningun pellet se entreg6 cuando la luz estuvo apagada (Ensayos de no luz). Cada
ensayo de luz termind después de que un nimero determinado de palanqueos, asignados de
manera aleatorizada, fueran realizados (en un rango de 5 a 20 palanqueos; un c6digo personal
ejecutado en una computadora asociada con el aparato conductual generd este namero y
asign6 el tipo de ensayo a presentar en cada sesidn). Por su parte, los ensayos sin luz
terminaron después de que transcurri6 un tiempo determinado (en un rango de 30 a 180
segundos) generado de manera aleatorizada. Cada sesién de condicionamiento de recompensa
tuvo una duracién de 30 minutos e involucré ~ 10 ensayos de luz y ~ 10 ensayos sin luz,
resultando en un total de ~15 minutos para cada tipo de ensayo. Los animales fueron
entrenados una vez al dia durante 6 dias consecutivos (del dia 1 al dia 6 del entrenamiento de

conflicto).

A continuacioén, las ratas fueron entrenadas a cruzar de un lado al otro lado opuesto de
la caja (zonas “seguras”) para obtener comida sefializada por la luz (Cruces de recompensa).
Un ensayo de cruce por recompensa comenzé cuando la luz se encendi6 en el lado opuesto de
la caja en donde la rata se localizaba. El ensayo terminé cuando la luz se apag6 después de que
la rata cruzé y presioné la palanca o después de que pasaron 180 segundos sin que éstas
cruzaran. Para promover la conducta de cruces guiada por la presencia de la luz, en lugar de
cruces por habito o por el azar, las ratas recibieron de uno a tres ensayos de palanqueo
reforzados en la misma zona “segura” entre cada ensayo de cruce. Cada sesién de cruces por
recompensa estuvo compuesta por 30 ensayos y las ratas fueron entrenadas una vez al dia
durante 5 dias consecutivos (dia 77 al dia 11 del entrenamiento de conflicto). El entrenamiento
de recompensa ocurrié en un total de 11 dias (6 dias de asociacién de recompensa y 5 dias de
cruces por recompensa). Hasta este momento, las ratas aprendieron a cruzar activamente por
la comida guiadas por una luz que predice su disponibilidad (sefial de recompensa) en ausencia

de conflicto.
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Entrenamiento de amenaza: Las ratas fueron confinadas a la zona de “amenaza” (en medio de

la caja) usando un par de paredes de acrilico oscuro y un techo de acrilico transparente para
ser entrenadas a asociar un ruido blanco (85 dB por 30 segundos) con una descarga eléctrica
(0.5 mA por 1 segundo) (Asociaciéon de amenaza). El techo de acrilico estuvo perforado con
hoyos de 1.2 cm de diametro para permitir que el sonido, que viene de las bocinas localizadas
en cada lado opuesto de la caja, entrara al area del condicionamiento. Las descargas eléctricas
fueron presentadas de manera aleatorizada durante los 30 segundos que se present6 el ruido
blanco, asi evitamos una asociaciéon temporal entre el ruido blanco y la descarga eléctrica que
pudiera limitar las respuestas activas de amenaza en las siguientes fases del entrenamiento
(un codigo personal ejecutado en una computadora asociada al aparato conductual generd un
numero aleatorizado para entregar las descargas eléctricas). Cinco presentaciones de ruido
blanco-descarga eléctrica fueron entregadas cada dia con un intervalo inter-estimulo (ITI) de
1 a 3 minutos. Las ratas recibieron una sesiéon de condicionamiento al dia durante cuatro dias
consecutivos. Al dia siguiente, se presentaron dos ruidos blancos en ausencia de la descarga
eléctrica para probar la memoria de amenaza sefializada (dia 12 al dia 16 del entrenamiento de

conflicto).

A continuacion, las ratas fueron entrenadas a cruzar por la comida (guiadas por la sefal
de recompensa) al mismo tiempo que se presenté la sefial de amenaza (ruido blanco con
descarga eléctrica) (cruces de amenaza). Los ensayos de amenaza iniciaron y terminaron del
mismo modo que los ensayos de recompensa previamente descritos. La diferencia entre ambos
tipos de ensayos fue que en los ensayos de cruces de amenaza las ratas fueron retadas a
enfrentar la ocurrencia de una amenaza (0.5 mA de descarga eléctrica sefializada por el ruido
blanco) para obtener comida (sefializada por la luz) en una zona “segura” de la caja. Se
colocaron dos barreras de acrilico (9 cm de alto) entre la parrilla y cada zona “segura” para
evitar que las ratas tocaran la parrilla electrificada antes de cruzar por la comida (los acrilicos
se introdujeron desde el entrenamiento de cruces por recompensa para habituar a las ratas a

su presencia). La duracién de los ensayos de cruces de amenaza fue incrementado a través de
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los dias para intensificar gradualmente la amenaza en las sesiones de entrenamiento. Los
primeros dos dias de entrenamiento tuvieron una duracién de 30 segundos, el tercer dia 60
segundos, el cuarto dia 9o segundos y 120 segundos al final del entrenamiento. Cada ensayo
termin6 después de que transcurriera el tiempo de cruce (30 a 120 segundos), o después de
que las ratas exitosamente cruzaron y presionaron la palanca por comida en el lado opuesto
de la caja. Los ensayos de cruces de amenaza estuvieron pausados por un ITI de 1 a 3 minutos
(igual que en el condicionamiento de amenaza) para evitar que las ratas dejaran de cruzar. Las
ratas se entrenaron una vez al dia durante 5 dias consecutivos (dia 17 al dia 21 del
entrenamiento de conflicto). El entrenamiento de cruces de amenaza transcurri6 en un total
de 10 dias (5 dias del entrenamiento de asociacién de amenaza y 5 dias de cruces de amenaza).
Hasta este punto, las ratas habian aprendido a cruzar por comida en condiciones conflicto
guiadas por la presencia de la luz que sefializaba recompensa y el ruido blanco acompafiado

de la descarga eléctrica.

Entrenamiento de discriminacién: La tltima etapa del entrenamiento de conflicto consisti6 en
discriminar entre ensayos de conflicto (cruzar por comida a pesar de la amenaza) y no conflicto
(cruzar por la comida en ausencia de amenaza) durante g dias. Cada sesion de discriminacién
consistié en un total de 30 ensayos de cruces divididos en 3 bloques de 10 ensayos. Cada bloque
de 10 ensayos consisti6 en 9 o 7 ensayos de no conflicto y en uno o tres ensayos de conflicto
(10% o 30% de posibilidad de ocurrencia de la amenaza, respectivamente). Para prevenir que
las ratas predijeran el tipo de ensayo, éstos fueron presentados en una secuencia diferente a
través de cada bloque de 10 ensayos (un codigo personalizado ejecutado en una computadora
asociada al aparato gener6 de manera aleatorizada un nimero para asignar el tipo de ensayo
que se present6 considerando el nimero restringido para cada tipo de ensayos). En ambos
tipos de ensayos las ratas tuvieron un tiempo limite (180 segundos) para elegir cruzar o no
por la comida. Para incrementar de manera gradual y progresiva el riesgo de los cruces de
amenaza, la proporcién de ensayos de conflicto y la intensidad de la descarga eléctrica fue

incrementada a través de los dias. En los primeros tres dias de entrenamiento (dias 22-24) los
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ensayos de conflicto fueron presentados con un porcentaje de ocurrencia del 10% (3 ensayos
de conflicto y 27 ensayos de no conflicto) y con una intensidad de la descarga eléctrica de 0.5
mA. Los siguientes tres dias (dias 25-27) con un 30% de ocurrencia (9 ensayos de conflicto y
21 ensayos de no conflicto) y la misma intensidad de la descarga eléctrica que en dias anteriores
(0.5 mA). Finalmente, los tltimos tres dias (dias 28-30) se presentd el mismo porcentaje de
ocurrencia de la amenaza que en sesiones anteriores, pero con un incremento de la descarga
de 0.1 mA por cada dia hasta alcanzar una intensidad de 0.8 mA al final del entrenamiento.
Hasta este punto, las ratas habian aprendido a discriminar entre ensayos de conflicto y no
conflicto. Las ratas que no aprendieron a discriminar entre ambos tipos de ensayos en el tltimo
dia de entrenamiento (p < 0.05 en la comparacién entre ensayos de conflicto y no conflicto) y

que no cruzaron antes de 180 segundos fueron descartadas de este trabajo.

Reentrenamiento: Para los experimentos que asi lo requirieron se realiz6 un reentrenamiento

de 4 dias consecutivos bajo las mismas condiciones presentadas en los ultimos 4 dias del

entrenamiento de discriminacion.
Prueba de conflicto

La prueba de conflicto se realizé6 un dia después del tltimo dia de discriminacién o
reentrenamiento. Las ratas fueron probadas con 10 ensayos de cruces con las mismas
condiciones presentadas en el dltimo dia del entrenamiento de discriminacién (30% de
ocurrencia de la amenaza) pero en ausencia de la descarga eléctrica. Los resultados se
expresaron comparando el promedio de las latencias de cruces en ensayos de conflicto y no
conflicto antes (pre-Prueba) y después (Prueba) de la inyeccién o infusién. Para la prueba de
conflicto con manipulaciones optogenéticas, que se realizé para evaluar la via PL>NAcg, las
ratas recibieron 2 bloques de 10 ensayos de cruces con el 10 % de ocurrencia de la amenaza.
Los resultados se presentaron comparando el promedio de las latencias de cruces en ensayos

donde se encendio el laser (Bloque 1, laser on) y ensayos donde se apago el laser (Bloque 2,

laser off).
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Tarea de conflicto mediado por descenso

Las ratas fueron entrenadas y probadas en una caja modificada de la tarea de step-down
inhibitory avoidance (50 cm largo x 25 cm de ancho x 65 cm de alto) localizada en un cubiculo
disefiado para atenuar los ruidos externos (61.5 cm de largo x 62.5 cm de ancho x 65 cm de
alto). La caja consisti6 en dos zonas: una zona “segura” y una zona de “amenaza” (Figura 7
B). El piso de la zona de “amenaza” (30 cm de largo x 25 cm de ancho) consisti6 en una serie
de barras de acero inoxidable (4.8 mm de diametro) disefladas para entregar una descarga
eléctrica de baja intensidad (Coulbourn Instruments, USA), mientras que el piso de la zona
“segura” (20 cm de largo x 23.5 cm de ancho x 6 cm de alto) estuvo conformada por una
plataforma elevada cubierta con un acrilico oscuro. Una puerta corrediza de acrilico fue
colocada entre la zona “segura” y la zona de “amenaza” para medir de manera precisa el
momento en que los animales descendieron de la plataforma “segura”. Comparado con la caja
estandar de step-down inhibitory avoidance (Izquierdo I, et al., 1997), nuestra caja incluy6 un
bebedero con 12 ml de agua con sacarina (0.1%) localizado en la pared opuesta a la zona
“segura”. Esta modificacién represent6 un fuerte incentivo para motivar a los animales a
descender de la plataforma a pesar de la presencia de la descarga eléctrica. Antes de que el
entrenamiento iniciara, las ratas fueron habituadas a la caja durante un dia (el bebedero se
present6 sin sacarina) para después ser privadas de agua durante 12 horas. Todas las sesiones
de entrenamiento y prueba iniciaron con las ratas confinadas a la zona segura durante 5
minutos (la puerta corrediza se mantuvo cerrada). La parrilla, el piso y las paredes del aparato

fueron limpiados con alcohol al 70% y secadas con toallas de papel entre cada rata.
Entrenamiento de conflicto

Dos variantes de la tarea de conflicto mediado por descenso fueron usadas en grupos
independientes de ratas. Una tarea involucr6 entrenamiento de conflicto, mientras que la otra
tarea no involucré condiciones de conflicto. La Unica diferencia entre ambas tareas fue que
durante la tarea de conflicto las ratas fueron entrenadas con restriccién de agua (sedientas),

mientras que las ratas de la tarea de no conflicto tuvieron acceso libre al agua (no sedientas)
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durante el entrenamiento. En ambas tareas, el entrenamiento se dividi6 en dos etapas

conductuales: presentacion de recompensa y asociacién de amenaza.

Durante las sesiones de presentacion de recompensa, después de abrir la puerta
corrediza, se les permiti6 a las ratas descender de la plataforma para acercarse al bebedero
(localizado en la zona de “amenaza”) y consumir el agua con sacarina (12 ml) durante 10
minutos. Los animales fueron entrenados una vez al dia durante 5 dias consecutivos (dia 1 al
5). De este modo, permitimos que las ratas se familiarizaran con la caja y alcanzaran un
consumo estable de la sacarina a través de los dias. Los siguientes dos dias (dia 6 y 7), las ratas
fueron entrenadas a asociar el acto de descender de la plataforma con la entrega de una
descarga eléctrica (0.5 mA). La descarga eléctrica se mantuvo presente hasta que los animales
regresaron a la plataforma segura y fue entregada cada vez que los animales descendieron de
la misma. Hasta este momento, dos grupos independientes de ratas fueron entrenadas en dos
condiciones: un grupo (motivado a buscar agua) que aprendid a acercarse a la sacarina a pesar
de la presencia de una amenaza (grupo conflicto), mientras que el otro grupo (no motivado a

buscar agua) aprendi6 a evitar descender de la plataforma (grupo no conflicto).
Prueba de conflicto

La prueba de conflicto y la prueba sin conflicto se realizaron un dia después de que
finalizara el entrenamiento. Las ratas fueron probadas en las mismas condiciones que el tltimo
dia de entrenamiento (conflicto y no conflicto) pero en ausencia de la descarga eléctrica. Los
resultados se expresaron comparando el promedio de las latencias de bajada antes (pre-

Prueba) y después (Prueba) de la inyeccion o infusioén en el grupo conflicto y no conflicto.
Tarea de conflicto innato mediado por forrajeo

Las ratas fueron probadas en la arena de un campo abierto modificado (90 cm de largo
x 90 cm de ancho x 60 cm de alto) con paredes hechas de madera y un piso hecho con un
acrilico transparente. La arena se dividi6 en dos zonas: una zona “segura” (60 cm de largo x
60 cm de ancho) y una zona de “amenaza” (30 cm de largo x 30 cm de ancho) (Figura 7C).
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Comparada con la arena estandar del campo abierto (Walsh and Cummins 1976) nuestra arena
incluye un haz de luz intensa (1500 lux) focalizada s6lo en el centro de la arena (zona de
« » 141 3 3 3 “« »
amenaza”), permitiendo que la periferia de la arena permaneciera oscura (zona “segura”).
Esta modificacién representd y afladié un estimulo naturalmente aversivo al centro del campo
abierto, que ya es innatamente aversivo, sin afectar la periferia de la arena. Las paredes de
madera y el piso de la arena fueron limpiados con alcohol al 70 % y secados con toallas de

papel entre ratas.
Prueba de conflicto

Dos tipos de pruebas de campo abierto fueron usados en grupos independientes de ratas.
Una prueba involucré condiciones de conflicto y la otra prueba no. La Gnica diferencia entre
ambas pruebas fue que en la de conflicto se colocaron 30 pellets de sacarosa (1.350 g) en el
centro del campo abierto (zona de “amenaza”) y 5 pellets en cada esquina de la arena (0.9 g)
para motivar a las ratas a forrajear por comida (Britton and Britton 1981). Por su parte, en la
prueba de no conflicto la comida se omitié. Para evitar la aversiéon innata al nuevo sabor
(neofobia) de los pellets de sacarosa, las ratas recibieron 20 pellets (1.125 g) en sus cajas hogar
durante dos dias antes de la prueba. Las ratas fueron colocadas individualmente en la zona
“segura”, y en el tiempo que permanecieron en la zona de amenaza fue grabado durante 10
minutos. El tiempo de permanencia en el centro del campo abierto de la arena se utilizé para
evaluar la conducta de forrajeo a pesar de la presencia de amenaza. Los resultados se
expresaron comparando el promedio del tiempo de permanencia en el centro del campo

abierto después de la inyeccion o infusion en el grupo conflicto y el grupo no conflicto.
Condicionamiento de amenaza

Para evaluar las reacciones de defensa ante una amenaza sefalizada sin conflicto, los
animales fueron entrenados a asociar un tono con una descarga eléctrica en cajas estandar de
condicionamiento al miedo (Coulbourn Instruments ®). La adquisicién del condicionamiento

(dia 1) se realizé presentando 5 tonos (4 Hz, 70 decibeles, 30 segundos) pareados con una
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descarga eléctrica (0.7 mA) con un periodo inter-estimulo (ITT) de 60 a 180 segundos. Un dia
después de la adquisicion del condicionamiento se realiz6 una prueba (dia 2) para evaluar la
evocaciéon de la memoria de amenaza. Durante la prueba se presentaron 2 tonos (4 Hz, 70
decibeles, 30 s) en ausencia de la descarga eléctrica. Los resultados se expresaron comparando
el porcentaje de inmovilizacién durante la presentacion del tono antes y después de la infusion.
Para las manipulaciones optogenéticas, los resultados se presentaron comparando el
porcentaje de inmovilizacién durante el primer tono con el laser encendido (B1, laser on) y el

segundo tono con el laser apagado (B2, laser off).
Condicionamiento de recompensa

Para evaluar la bisqueda de recompensas sin conflicto, los animales fueron entrenados
a presionar una palanca para obtener comida como recompensa. La entrega de la recompensa
se realiz6 bajo un programa de reforzamiento de razon fija 1 (RF1). Los animales se entrenaron
una vez al dia durante 4 dias consecutivos. Al dia siguiente, cuando las ratas mostraron un
palanqueo estable por la recompensa, se realiz6 una prueba de palanqueo (dia 5). Los
resultados se expresaron comparando el palanqueo por minuto antes y después de la infusion.
Paras las manipulaciones optogenéticas, los resultados se presentaron comparando el ntimero
de palanqueos registrados durante el primer minuto con el laser encendido (B1, laser on) y

durante el segundo minuto donde el laser se mantuvo apagado (B2, laser off).
Condicionamiento de amenaza con palanqueo

Para evaluar la respuesta defensiva ante una amenaza a pesar de la presencia de
recompensas, los animales fueron entrenados a asociar un tono con una descarga eléctrica al
mismo tiempo que presionaban una palanca por comida en las cajas estandar de
condicionamiento al miedo (Coulbourn Instruments ®). Durante los primeros 6 dias, los
animales fueron entrenados a presionar una palanca por comida en un programa de
reforzamiento de Intervalo variable 60 segundos (IV-60). Al dia siguiente, mientras los

animales presionaban la palanca por comida, se presentaron 5 tonos (4Hz, 75 decibeles, 30 s)
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pareados con una descarga eléctrica (0.7 mA, 1 s) con un ITI 60 - 180 segundos. Al dia
siguiente, se realizd una prueba de evocacion de la memoria de amenaza presentando 2 tonos
(4Hz, 75 decibeles, 30 s) en ausencia de la descarga eléctrica. Los resultados fueron expresados
comparando el promedio del porcentaje de inmovilizacién durante la presentacién del tono

antes y después de la infusion.
Campo abierto

Se midi6é la locomocién y ansiedad en la arena de un campo abierto estandar. Los
animales se colocaron individualmente en el centro del campo abierto y se registr6 su conduta
exploratoria durante 10 minutos. El nimero de entradas en el centro se tom6 como una
medida de ansiedad, mientras que la distancia recorrida fue evaluada como una medida de

locomocion.
Prueba de la viga elevada

Para evaluar la coordinacién motora se usé la prueba de la viga elevada (Goldstein &
Davis, 1990). La viga consisti6 en una barra de madera (100 cm de largo x 2 cm de ancho)
colocada 80 cm arriba del piso con una inclinacién de 15°. Una caja hogar abierta fue colocada
al final de la viga para motivar a las ratas a recorrerla. Se registré el tiempo que tardaron las
ratas en recorrer la viga y entrar a sus cajas hogar. Las ratas fueron entrenadas por 5 dias a
recorrer la viga elevada. Inicialmente (dia 1y 2), las ratas se colocaron a una distancia de 50
cm para después (dia 3 al 5) ser colocadas a una distancia de 100 cm de sus cajas hogar. Al dia

siguiente (dia 6) las ratas fueron probadas en la viga elevada.

Prueba de ingesta de alimento

La conducta de ingesta de alimento se evalud en la caja hogar de los animales, privadas
de alimento, calculando la cantidad de comida consumida en sus cajas hogar (Britton and
Britton 1981; Rex, Stephens, and Fink 1996). El consumo de alimento fue realizado en dos

diferentes condiciones: una condicion “habitual” en donde las ratas fueron acostumbradas al
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alimento antes de la prueba y una condiciéon “espontanea” en donde las ratas ya conocian el
alimento y se requiri6 s6lo un dia para realizar la prueba. En la condicién habitual, durante 5
dias las ratas recibieron en sus cajas hogar 30 gramos de pellets durante 30 minutos. A
diferencia de la condicién espontanea donde las ratas recibieron en sus cajas hogar sélo 5
gramos de pellets durante 2 minutos. En ambas condiciones, se pes6 el plato de comida antes

y después de ser colocados en las cajas hogar de las ratas para evaluar el consumo.
Prueba de ingesta de sacarina

La conducta de consumo de sacarina fue evaluada en ratas privadas de agua que se les
permitié consumir este liquido en sus cajas hogar durante 5 dias consecutivos. Cada dia, las
ratas fueron expuestas a un bebedero de agua familiar con 50 ml de agua con sacarina (0.1%).
Para calcular el consumo de sacarina, se pes6 el bebedero antes y después de 30 minutos de

su presentacion.

A. Tarea de conflicto B. Tarea de conflicto
mediado por cruces mediado por descenso
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Figura 7. Tareas de conflicto motivacional para estudiar el acto de confrontar amenazas en bisqueda de
recompensas. A, Durante la tarea de conflicto mediada por cruces, ratas hambrientas son entrenadas a elegir
cruzar una parrilla electrificada (zona de amenaza, rojo) para presionar una palanca por comida (pellets,
recompensa) en el lado opuesto de una caja rectangular (zona segura, verde), guiadas por sefiales condicionadas
(ruido blanco y luz). B, Durante la tarea de conflicto mediada por descenso, ratas sedientas son entrenadas a
elegir descender de una plataforma elevada (zona segura, verde) hacia una parrilla electrificada (zona de
amenaza, rojo) para acercarse a un bebedero con agua endulzada (sacarina, recompensa). C, Durante la tarea de
conflicto innato mediado por forrajeo, ratas hambrientas deben abandonar la periferia de un campo abierto (zona
segura, verde) para entrar al centro iluminado del campo (zona de amenaza, rojo) y obtener comida (pellets,
recompensa).

4.3 Administracion sistémica de diazepam

Diazepam (1 0 2 mg/kg de peso) disuelto en una solucién estéril (DZMP, smg/ml, Valium
®, Roche, México) o un volumen equivalente de solucién salina (SAL) fueron administrados

de manera subcutanea 30 minutos antes de todas las pruebas conductuales.

4.4 Cirugias estereotaxicas

Se utilizé un sistema de anestesia con isoflurano para realizar cirugias estereotaxicas e
implantar canulas bilaterales en la corteza PL (AP, +3.0 mm; ML, +£0.6 mm; DV, —-2.4 mm), el
aNAcc (AP, +2.5 mm; ML, +1.6 mm; DV, —5.3 mm) y pNAcc (AP, +1.6 mm; ML, +2 mm; DV,
—6.1 mm). Las canulas fueron colocadas 1 mm por encima de la estructura de interés y fueron
sujetadas con cemento dental y dos tornillos colocados en la base del craneo para dar soporte
al implante. Para los experimentos con manipulaciones optogenéticas se realiz6 la infusién
bilateral de 500 nL (18 nL cada 5 segundos) de dos vectores virales con el constructo rAAV5-
CamKII-eArch3.0-eYFP (Vector Core, University of North Caroline, particulas virales 3.4 x
10'%) 0 AAV5-CamKII-EYFP (Vector Core, University of North Caroline, particulas virales 3.6 x
10"?) mediante la utilizacién del sistema de inyeccién Nanoject II (Drummond Scientific). El
sistema de inyeccién se retir6 10 minutos después de cada infusién. En la misma cirugia se
implantaron bilateralmente fibras épticas (200 pm) previamente pulidas y calibradas en
aNAcc (AP, +2.0 mm; ML, £3.5 mm; DV, —6.4 mm, a partir de dura madre; angulo de 16°).
Las fibras épticas se implantaron 500 pm por encima de la estructura para permitir la apertura

6ptima del cono de iluminacion las cuales, fueron sujetadas con cemento dental y dos tornillos
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colocados en la base del craneo para dar soporte al implante. Después de la cirugia, los
animales tuvieron 7 dias de recuperaciéon con acceso libre a comida y agua para permitir su

recuperacion.

4.5 Inactivaciones farmacoldgicas temporales

Antes de las inactivaciones farmacolégicas temporales se estimul6 la region de interés
con agujas dentales que sobresalieron 1 mm por debajo de las canulas guia para evitar efectos
mecéanicos de la infusiéon y habituar a los animales a la manipulacién. Para inactivar
temporalmente la actividad de las estructuras de interés se utilizé6 una bomba de infusién en
donde se colocaron dos jeringas Hamilton de 10 pl conectadas a dos mangueras con agujas
dentales utilizadas como inyectores. Los inyectores se colocaron en las canulas guia y se
infundié un coctel de agonistas gabaérgicos conformado por muscimol (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO) (250 ng/ pL) y baclofeno (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) (250 ng/ puL). Se infundi6
un volumen total de 0.5 pl en cada hemisferio a una velocidad de 0.4 pl por minuto. La dosis
y el volumen inyectado de los agonistas GABAérgicos se eligieron basados en experimentos
pilotos realizados en el laboratorio y estudios previos donde se dirigieron a las mismas
estructuras cerebrales (Bravo-Rivera et al. 2014) y tuvieron efectos conductuales sin afectar la
locomocién. Los inyectores fueron retirados de las canulas guia dos minutos después de la
infusién de los farmacos. Todas las infusiones se realizaron 15 minutos antes de las pruebas

conductuales.

4.6 Parametros de inhibicion optogenética

Para fotoinhibir la via PL->NAcc a través de la activaciéon de la proteina canal Arch se
utiliz6 luz laser a una longitud de onda (A) de 532 nm de pulso continuo a una potencia de ~12
mW. Dependiendo del protocolo conductual el pulso de luz continuo se mantuvo un minimo
de 30 segundos y un maximo de 180 segundos. El pulso de luz fue controlado de manera
semiautomatica a través de una tarjeta Arduino conectado al laser. Para dirigir la luz laser

hacia las fibras ¢pticas implantadas en los animales se utiliz6 un cable de fibra éptica (2mm)
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conectado directamente al laser (DPSS, 100mw, 532 nm, con un acoplador de fibra multimodo,
para una conexion FC/PC, OEM Laser Systems). Este cable se conecté a la entrada de un
conmutador rotatorio (Doric Lenses) conectado a un cable dual de fibra 6ptica colocado en las
férulas implantadas en los animales. Previo a cada prueba conductual los animales fueron
habituados a realizar las tareas conductuales en presencia del cable de fibra 6ptica en ausencia
de la fotoinhibicién durante tres dias. Los periodos de fotoinhibicién se describen en la seccién

IT de resultados de este trabajo para cada prueba conductual.
4.7 Analisis histologico y adquisicion de microfotografias

Se realiz6 una perfusion intracardiaca con solucién salina 0.9% y paraformaldehido
(PFA) al 4%. Los cerebros se fijaron con PFA durante 24 horas a una temperatura de 4° C. A
continuacion, los cerebros se colocaron en sacarosa al 30% y se almacenaron hasta que fueron
cortados. Los cerebros se cortaron en rebanadas coronales de 50 um en un criostato a -20 °C
y se montaron los cortes correspondientes a la estructura de interés en laminillas previamente
gelatinizadas. Los cortes fueron tefiidos con tinciéon de Nissl para verificar los sitios de

microinyecciéon en un microscopio de campo claro (Nikon).

Para los experimentos de optogenética, los cortes de interés se montaron en laminillas
silinisadas con medio de montaje para fluorescencia (DAKO). Para verificar que la infusioén de
los constructos virales y la implantacién de fibras 6pticas quedaron en los sitios de interés se
adquirieron microfotografias utilizando un microscopio confocal (Zeiss LSM710). Se utiliz6
una longitud de onda de 488nm para excitar la proteina amarilla fluorescente y de este modo
observar los sitios de infeccion en la corteza PL y sus proyecciones en el aNAcc. Se adquiri6 un
TILE-scan con el objetivo 10x y 20x de las secciones de interés para verificar el sitio de infecciéon
en la corteza PL. Para visualizar los axones en el aNAcc, con el objetivo 60x se adquirieron 15
planos focales con intervalos de 3 um para cubrir la regiéon de interés. Con el software

FIJI/Image J se realiz6 la méxima proyeccién en el eje Z con el promedio maximo de intensidad.
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4.8 Adquisicion y analisis de datos

Todo el comportamiento se registr6 con camaras de video digitales (Provision, modelo
D-380D5) ubicadas arriba de cada aparato conductual. Los eventos de presiéon de palanca y las
latencias de cruces fueron adquiridos a través de codigos de MATLAB® (MathWorks Inc.)
disefiados para este proposito y fueron ejecutados en una computadora conectada al aparato
conductual mediante una interfaz (National Instruments). Los eventos de presiéon de la
palanca (palanqueo por minuto) durante ensayos de luz y no luz fueron expresados en bloques
de 10 minutos. Se tomd como latencia de cruce (segundos) el tiempo que tardaron las ratas en
cruzar al lado opuesto de la caja y presionar la palanca por comida. Las latencias de cruces se
expresaron en bloques de 10 ensayos. Cada sesiéon de entrenamiento consisti6 en la
presentacion de tres bloques de éstos 10 ensayos durante el entrenamiento, mientras que la
sesion de prueba consisti6 en la presentacién de un solo bloque de 10 ensayos. La respuesta de
inmovilizacién (%) durante el condicionamiento de amenaza fue expresada en porcentaje de
tiempo que los animales pasaron sin ningdn movimiento (a excepciéon de la respiracion)
durante la exposiciéon al contexto (5 minutos de linea base, LB, antes de la primera
presentacion del ruido blanco) o 60 segundos después de las presentaciones del ruido blanco.
Las latencias de bajada (segundos) se expresaron como el tiempo total que les tom¢ a las ratas
descender de la plataforma, después de que se abri6 la puerta corrediza, con sus cuatro patas
en la parrilla. Las latencias en la viga elevada se refieren al tiempo total (segundos) que les
tomo a las ratas recorrer toda la viga hasta llegar a sus cajas hogar colocadas al final de ésta.
El consumo de alimento y de sacrina fue calculado al comparar el peso (gramos) del plato de
comida y del bebedero antes y después de ser colocados en las cajas hogar de las ratas. Fl
tiempo de inmovilizacion, las latencias de bajada, tiempo en la viga, el consumo de alimento y
consumo de sacarina fueron registradas de manera manual por un observador entrenado
doble ciego. La conducta de exploraciéon en la arena del campo abierto y el tiempo de
inmovilizacién en cajas estandar de condicionamiento al miedo fueron registradas mediante

el software Any-maze (Stoelting, EE. UU.). La conducta de exploracién en el campo abierto se
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expres6 como distancia recorrida (centimetros), tiempo de permanencia en el centro
(segundos) y nimero de entradas (eventos) en el centro del campo abierto durante 10 0 5 min.
La conducta de inmovilizacién se expres6 en porcentaje de inmovilizaciéon durante la
presentacién del tono (30 segundos). Por ultimo, la supresiéon de palanqueo se refiere a la
ausencia de eventos de palanqueo en un tiempo determinado y se registr6 mediante el
programa Gaphic State (Coulbourn instruments). La supresién de palanqueo se calcul6 al
comparar los eventos de presion de la palanca antes y después de la presentacion del tono de
acuerdo a la siguiente formula: (pre tono - tono) / (pre tono + tono). Un valor cercano a o
significa poca supresion de palanqueo, por el contrario, un valor cercano a 1 significa una
supresion total del palanqueo. De acuerdo con el tipo de datos obtenidos se realizaron pruebas
t de Student (muestras dependientes e independientes) para comparaciones simples o analisis
de varianzas (ANOVA de una via y de dos vias entre grupos o entre sujetos) seguido de una
prueba post hoc Tukey para comparaciones multiples segin fuera necesario (SATISTICA;

StatSoft, EE. UU.).
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5.Resultados

Este trabajo se dividi6 en dos secciones experimentales:

Seccién 1. Corresponde a la validacion farmacoldgica de tres tareas de conflicto motivacional
disefiadas para estudiar en roedores la conducta de enfrentar amenazas en la busqueda de
recompensas. Estas tareas de conflicto se utilizaron para desarrollar la segunda seccién
experimental de esta tesis. Los antecedentes y discusion de esta secciéon se encuentran en el

articulo: “Conflict test baterry for studyng the act of facing threats in pursuit to rewards”.

Secciéon II.  En esta seccion se describe la participacion de la Corteza Prelimbica, el Nucleo
Accumbens y su comunicacion en el acto de confrontar amenazas para ir en bisqueda de
recompensas. Los resultados de este trabajo se encuentran actualmente en preparacion para

su publicacion.
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5.1 Seccion experimental I
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Para probar farmacolégicamente la validez de nuestras tareas de conflicto,
administramos de manera sistémica diazepam antes de realizar las pruebas de conflicto. De
modo que, esta seccién experimental se encuentra dividida en tres partes: 1) Descripcién de
los resultados obtenidos con la administracién de diazepam en la tarea de conflicto mediado
por cruces, 2) Descripcion de los resultados obtenidos con la administraciéon de diazepam en
la tarea de conflicto mediado por descenso y 3) Descripcion de los resultados obtenidos con la

administracién de diazepam en la tarea de conflicto innato mediado por forrajeo.

Para validar nuestras tareas de conflicto, primero buscamos una dosis de diazepam que
no afectara la conducta motora de los animales. Para esto, evaluamos dos dosis de diazepam
en la prueba de campo abierto y la prueba de la viga elevada. Inyectamos a un grupo de ratas
con una dosis baja (1mg/kg), una dosis alta (2mg/kg) de diazepam (DZPM) o solucién salina

(SAL) antes de realizar las pruebas (Material suplementario, Figura 1).

Mediante una ANOVA (seguida de una prueba post hoc, Tukey) encontramos diferencias
significativas entre los grupos de diazepam y salina en la locomocién (distancia recorrida,
F30): 6.49, p < 0.01) y la coordinacién motora (Tiempo en la viga elevada, F,,): 10.38, p<
0.01), pero no en la conducta de ansiedad (Entradas en el centro del campo abierto, F(, ;,):
1.05, p = 0.359). Encontramos que una dosis baja de diazepam no afect6 la distancia recorrida
en un campo abierto (SAL: 222.9 cm, DZM: 217.4 cm, p = 0.98), el nimero de entradas en el
centro del campo (SAL: 1.94, DZPM: 1.0; p = 0.44) o el tiempo que tardaron los animales en
recorrer una viga elevada (SAL: 9.6 s, DZPM: 12.8 s, p = 0.99) en comparacion con el grupo
control. En contraste, las ratas inyectadas con una dosis alta de diazepam mostraron un
impedimento en la locomocién y coordinacién motora sin afectar la conducta de ansiedad, al
observar un decremento en la distancia recorrida (SAL: 222.9, DZM: 103.6 cm; p < 0.001), un
numero similar de entradas al centro del campo abierto (SAL: 1.94, DZPM: 1.1; p = 0.501) y un
incremento en el tiempo requerido para recorrer la viga elevada (SAL: 9.6 s, DZPM: 120.7 s; p

< 0.01) comparado con el grupo control.
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Después de observar que la inyecciéon de una dosis alta de diazepam afect6 la
motricidad de las ratas en comparacion con la dosis baja (distancia recorrida, p < 0.05; viga
elevada, p < 0.01), decidimos utilizar la dosis baja de diazepam para probar
farmacolégicamente la validez de nuestras tareas de conflicto motivacional. A continuacion,
evaluamos el efecto de esta dosis de diazepam sobre la conducta de eleccién ante condiciones

de conflicto y no conflicto.

5.1.1 El diazepam facilita los cruces de conflicto sin afectar los cruces en ausencia
de conflicto

La tarea de conflicto mediado por cruces es una version modificada de una tarea
utilizada previamente para mapear sitios cerebrales de autoestimulacién. En una serie de
experimentos, Olds y Milner (1954) usaron una tarea en donde las ratas debian cruzar una
parrilla electrificada para recibir una estimulacién eléctrica como recompensa (Olds and
Milner 1954). Nuestra tarea involucra comida como recompensa y utiliza el aprendizaje de
estimulos discretos para guiar la conducta de eleccién. Asi, nuestra tarea requiere que ratas
hambrientas crucen una parrilla electrificada para llegar al otro lado de la caja y presionar una
palanca por comida. Ademas, esta tarea permite el aislamiento de variables clave en un mismo
individuo como: 1) el impulso apetitivo indicado por las latencias de aproximacién en los
ensayos seguros de no conflicto, 2) la respuesta de defensa indicada por la inmovilizacién en
la zona de “amenaza” y 3) la competencia entre el impulso apetitivo y aversivo indicado por

las latencias de aproximacién en los ensayos de conflicto.

Para evaluar el efecto del diazepam en la conducta de cruces de conflictos las ratas se
entrenaron en tres etapas conductuales: entrenamiento de recompensa y de amenaza, seguido
de un entrenamiento de discriminacion (Figura 8A). El entrenamiento de recompensa y
amenaza involucrd sesiones de entrenamiento asociativo y sesiones de ensayos de cruces.
Durante las sesiones de recompensa asociativa (6 dias), las ratas son confinadas a uno de los
extremos de la caja (zonas “seguras”) donde aprenden que una luz predice la disponibilidad

de comida (recompensa) después de presionar una palanca, mientras que la ausencia de luz
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predice la ausencia de comida. Los animales estabilizaron rapidamente su respuesta de
palanqueo por comida durante los ensayos de luz y progresivamente disminuyeron el
palanqueo en ensayos sin luz a través de los dias de entrenamiento (F (,.6) de grupo = 12.3, p
< 0.001, F de ensayo (7,442) = 6.09, p < 0.001; F (7442 de interaccién = 24.0, p < 0.001). Nétese
como los animales cambiaron su preferencia natural de palanqueo en ausencia de luz durante
el primer dia de entrenamiento (Dia 1, primer bloque de ensayos: Luz: 7.58, No luz; 11.63
palanqueos/min, t(13) = -2.69, p = 0.018) en comparacién con el Gltimo dia (Dia 6, primer
bloque de ensayos: Luz: 10.12, No luz: 4.49 palanqueos/min, £(13) = 7.79, p < 0.001). De modo

que, en este entrenamiento las ratas asociaron la luz como una sefial de recompensa.

Durante los ensayos de cruces de recompensa (5 dias) las ratas dejaron de estar
restringidas a una zona “segura” de la caja y fueron entrenadas a cruzar de un lado al otro de
la caja en busca de alimento guiadas por la sefial de recompensa (luz). Observamos un
decremento en el tiempo que tardaron los animales en cruzar por la comida (latencias) a través
de los dias de entrenamiento (F, ;s,) = 16.4, p < 0.001). Como puede observarse en la figura
8A, al inicio del entrenamiento los animales mostraron altas latencias de cruces por la comida
(Dia 77, primer bloque de ensayos: 20.4 s) en comparacion con el tltimo dia del entrenamiento
donde respondieron con cortas latencias de cruces (Dia 11, promedio de la sesion: 8.7 s; t(,5) =
6.11, p < 0.001), sugiriendo que los animales aprendieron a cruzar por la comida guiadas por

la sefial de recompensa.

Una vez que los animales aprendieron a cruzar rapido por la comida guiadas por la sefial
de recompensa, éstos fueron sometidos a sesiones de entrenamiento de amenaza (5 dias).
Durante el entrenamiento de amenaza asociativa los animales se encerraron en medio de la
caja (zona de “amenaza”) donde fueron condicionados a asociar la presentaciéon de un ruido
blanco con la ocurrencia de una descarga eléctrica. Los animales mostraron altos niveles de
porcentaje de inmovilizacién durante el primer dia de entrenamiento como lo muestra la
figura 8.A (Dia 12, t(5= -5.28 p <0.001). Consistente con este aprendizaje, los animales

respondieron con altos porcentajes de inmovilizaciéon ante la presencia del ruido blanco en
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ausencia de la descarga eléctrica el dia de la prueba comparado con los niveles basales antes
del condicionamiento (dia 16, t3) = -5.23 p < 0.001). Entre el inicio del condicionamiento y el
dia de la prueba las ratas expresaron conductas de escape reflejada por una gran variabilidad
en los niveles de inmovilizacion (dias 13 al 15) lo cual, se debe a que la presentacién de la
descarga eléctrica fue aleatorizada (ver seccion de métodos). De este modo, las ratas
aprendieron a reaccionar de manera activa en lugar de pasiva ante la presentacién de un ruido

blanco que sefializ6 amenaza.

A continuacién, los animales fueron entrenados en los cruces de amenazas (5 dias). En
este entrenamiento los animales aprendieron a cruzar de un lado al otro de la caja por comida
a pesar de la presentacion del ruido blanco con la parrilla electrificada, como lo indica el
incremento en las latencias de cruces a través de los dias (F(y,1s2) = 142.4, p < 0.001). Gradual
y progresivamente, las ratas aprendieron a limitar sus tiempos de cruces de acuerdo al tiempo
permitido para cruzar cada dia (ver secciéon de métodos) como lo muestran las cortas latencias
de cruces del primer dia del entrenamiento (dia 17 primer bloque de ensayos: 26.1 s) en
comparacién con las altas latencias de cruces observadas al final del entrenamiento (dia 21

promedio de toda la sesién: 113.3 s; t3) = -16.6, p < 0.001).

Hasta este momento, las ratas habian aprendido a cruzar por la comida en condiciones
de recompensa y amenaza de manera separada. En la Gltima fase del entrenamiento los
animales recibieron sesiones de discriminacion (9 dias) en donde aprendieron a distinguir, en
una misma sesion, entre ensayos de cruces de conflicto (luz y ruido blanco con descarga
eléctrica) y ensayos de no conflicto (luz sin ruido blanco). En este entrenamiento las ratas
mostraron altas latencias de cruces durante ensayos de conflicto y cortas latencias de cruces
durante ensayos de no conflicto a través de los dias de entrenamiento (F,:5) de grupo = 398,
P < 0.001; F26390) de ensayo = 2.72, p < 0.001; F(26,390) de interaccién= 1.53, p = 0.047). Notese
que las ratas empezaron el entrenamiento con latencias de cruces similares entre ambos tipos
de ensayos (dia 22 promedio de la sesién por ensayo: Conflicto 94.0 s vs No conflicto 78.8 s;
tu3) = -1.66, p = 0.119) y terminaron el entrenamiento (dia 30 promedio de la sesién) con
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altas latencias de cruces durante ensayos de conflicto (81.6) y con cortas latencias durante

ensayos de no conflicto (22.7 s; t,5) = - 8.00, p < 0.001). Esto es, los animales discriminaron

exitosamente entre condiciones de conflicto y no conflicto para obtener la comida.
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Figura 8. El diazepam decrementa las latencias de cruces durante el conflicto sin afectar los ensayos de no
conflicto. A, Las ratas son entrenadas en la tarea de conflicto mediada por cruces durante 30 dias (n= 14).
Primero, ratas hambrientas, confinadas en la zona segura (verde), aprendieron a presionar una palanca por
comida sélo en presencia de una luz (condicionamiento de recompensa), seguido de un entrenamiento de cruces
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por recompensa en donde cruzan a la zona “segura” opuesta de la caja para obtener comida sefializada por la luz
(cruces sin conflicto). Después, las ratas son confinadas en la zona de amenaza (parrilla, rojo) para asociar la
ocurrencia de un ruido blanco con una descarga eléctrica (entrenamiento de amenaza), seguido de un
entrenamiento de cruces de amenaza donde se presentan de manera simultdnea las contingencias aprendidas
(luz/comida y ruido blanco/descarga eléctrica). Finalmente, las ratas fueron entrenadas a discriminar entre
ensayos de conflicto (luz/comida y ruido/descarga) y no conflicto (luz/comida) para obtener comida. Los datos
del palanqueo (por minuto) y latencias de cruces (s) son presentadas en bloques de tres ensayos por dia, mientras
que, el porcentaje de inmovilizacién (con y sin descarga eléctrica) es presentado por cada ensayo. Al final del
entrenamiento de conflicto, las ratas muestran altas latencias de cruces durante los ensayos de conflicto (negro)
comparado con ensayos de no conflicto (verde). B, Antes de la inyeccién (pre-Prueba), el grupo salina y el grupo
diazepam (SAL, n= 77; DZPM, n= 7) respondieron de manera similar con altas latencias de cruces durante ensayos
de conflicto y con cortas latencias de cruces en ensayos de no conflicto (Izquierda: promedio de latencias de cruces
de los grupos evaluados; Derecha: Desempefio de ratas representativas ensayo por ensayo). Al siguiente dia,
después de la inyeccién (Prueba), las ratas tratadas con diazepam decrementaron sus latencias de cruces durante
los ensayos de conflicto, sin afectar los ensayos de no conflicto, en comparacién con las ratas tratadas con salina
(Izquierda: promedio de latencias de cruces de los grupos evaluados; Derecha: Desempefio de ratas
representativas ensayo por ensayo). C, Un grupo de ratas fue entrenado de manera independiente en el
condicionamiento de amenaza y de recompensa. Antes (pre-Prueba) y después (Prueba) de la inyeccién, las ratas
tratadas con salina y con diazepam mostraron respuestas similares de inmovilizacién durante el
condicionamiento aversivo (SAL, n= 5, DZPM, n= 5) y similar nimero de palanqueo por minuto durante el
condicionamiento apetitivo (SAL, n= 6, DZPM, n= 7). El error en las barras indica el error estandar de la media
(ESM). LB, linea base. ** p < 0.01, *** p < 0.001.

Para evaluar el efecto del diazepam en la prueba de cruces de conflicto las ratas fueron
separadas en dos grupos con latencias de cruces similares en ensayos de conflicto y no conflicto
(pre-Prueba, F(,.4) de grupo = 0.07, p = 0.787; F(1,24) de ensayos = 20.64, p < 0.001; F(,24) de
interaccion = 0.076, p = 0.784) (Figura 8B). Al dia siguiente (dia 31), las ratas fueron probadas
con 10 ensayos de cruces, en ausencia de la descarga eléctrica, después de recibir una inyeccién
de SAL o DZPM. Encontramos que las ratas que fueron tratadas con diazepam cruzaron mas
rapido los ensayos de conflicto (23.3 s) en comparacién con las ratas que recibieron salina
(62.6 s), sin afectar las latencias de cruces en ensayos de no conflicto (DZPM: 14.7 s, SAL: 19.4
s) (Fa,24) de grupo = 10.6, p < 0.01, Fi24) de ensayo = 14.75, p < 0.001; F(;,.4) de interaccion =
6.58; p < 0.05). Nétese que las ratas que fueron tratadas con diazepam cruzaron de manera
similar los ensayos de conflicto (23.3 s) y no conflicto (14.7 s) después de la inyecciéon (Prueba

post hoc después de ANOVA: p = 0.80).

Posteriormente, probamos si el efecto observado con el diazepam se debidé a

impedimento en la expresién independiente de la memoria de amenaza y de recompensa. Para

59



Resultados

esto, inyectamos diazepam o solucién salina en grupos independientes de animales antes de
una prueba de condicionamiento de amenaza y de recompensa (Figura 8C). Grupos
independientes de ratas fueron entrenados en el condicionamiento asociativo de amenaza y de
recompensa (como se mencion6 anteriormente en el entrenamiento de conflicto) y evaluados
al dia siguiente en una prueba de evocaciéon de la memoria después de la inyeccién de salina o
diazepam. Antes (pre-Prueba) de la inyeccion ambos grupos de animales mostraron altos
niveles de inmovilizacién y de palanqueo (t) = -0.21, p = 0.83, ta) = 0.06, p = 0.95). Después
de la inyeccién (Prueba) encontramos que el diazepam no afect6 la expresion de la memoria
al observar niveles similares de inmovilizaciéon (DZPM: 57.33%, SAL: 51.6 %) y de presiones
de palanca (DZPM: 8.7, SAL: 9.6 palanqueos/min) comparado con el grupo control (ts) = 0.49,

p = 0.63, tay = -1.03, p = 0.32).

Estos resultados sugieren que el diazepam no afecta la respuesta de los animales ante la
presencia de estimulos que predicen una amenaza o una recompensa evaluadas de manera
independiente, pero si facilita la conducta de eleccién ante condiciones de conflicto. En
conjunto, estos hallazgos validan nuestra tarea de conflicto mediada por cruces al mostrar que
el diazepam facilita la habilidad de las ratas para elegir confrontar amenazas aprendidas para

ejecutar respuestas apetitivas apropiadas en la busqueda de recompensas aprendidas.

5.1.2 El diazepam facilita la conducta de descenso durante la prueba de conflicto
sin afectar el no conflicto

A menudo, los estimulos innatos guian el acto de enfrentar amenazas para obtener
recompensas. Los animales frecuentemente forrajean por recompensas innatas como el agua
y los sabores dulces. Para estudiar la bisqueda de recompensas innatas en competencia con
amenazas aprendidas evaluamos la recuperaciéon de una memoria aversiva en dos variantes
de la tarea de step-down inhibitory avoidance: conflicto (ratas con restricciéon de agua) y no
conflicto (ratas sin restricciéon de agua). En la tarea estandar de step-down inhibitory avoidance
los animales rapidamente aprenden a dejar de descender de una plataforma para evitar una

parrilla electrificada (Izquierdo et al, 1997). Para estudiar condiciones de conflicto
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modificamos esta tarea al poner un bebedero con sacarina al final de la parrilla, opuesta a la
plataforma segura (ver seccién de métodos). Probamos la conduta de descenso mediado por
conflicto al comparar las latencias de bajada por la sacarina en dos grupos independientes de
ratas. Un grupo de ratas recibié entrenamiento de conflicto y el otro grupo recibi6
entrenamiento de no conflicto. El entrenamiento de conflicto involucr6 a ratas con restricciéon
de agua para motivarlas a enfrentar una amenaza por la recompensa. Por su parte, en el
entrenamiento de no conflicto las ratas tuvieron acceso libre al agua y por tanto no estuvieron
motivadas a acercarse a la recompensa. Ambos grupos de animales recibieron entrenamiento
de conflicto y no conflicto que consisti6 en tres etapas conductuales: presentacién de

recompensa y asociacion de amenaza (Figura 9A)

Durante la seccion de presentacion de recompensa (5 dias) los animales
decrementaron sus latencias de bajada a través de los dias del entrenamiento de conflicto
(Fu69 = 17.63; p < 0.001) y no conflicto (Fq,44) = 11.35; p < 0.001). En ambos grupos de
animales se observaron altas latencias de bajada en el primer dia que se les presento la sacarina
(dia 1, entrenamiento de conflicto: 284.4 s, entrenamiento de no conflicto: 463.0 s) y cortas
latencias de bajada en el dltimo dia (dia 5, entrenamiento de conflicto: 15.5 s; entrenamiento
de no conflicto: 101.0 s, conflicto: tu6) = 4.53, P < 0.001; no conflicto: ;) = 5.04, p < 0.001).
Hasta aqui, ambos grupos de ratas mostraron latencias similares de bajada para obtener la

sacarina (t,) = -1.73, p = 0.094).

Después de la presentacion de recompensa comenzd el entrenamiento de asociacion de
amenaza (2 dias). En este entrenamiento las ratas recibieron una descarga eléctrica en la
parrilla (zona de “amenaza”) inmediatamente después de que bajaron de la plataforma (zona
“segura”). Rapidamente, las ratas aprendieron a asociar la acciéon de bajar de la plataforma
con la ocurrencia de la descarga eléctrica al incrementar las latencias de bajada en el tltimo
dia del entrenamiento (dia 7, entrenamiento de conflicto : 401.0 s; dia 7, entrenamiento de no

conflicto: 529.9 s) en comparacién con el primer dia de entrenamiento en ambos grupos de
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animales (dia 6, entrenamiento de conflicto: 4.1, t(;5) = -6.97, p< 0.001; dia 6, entrenamiento

de no conflicto: 154.0 s; t(;;) = -5.64, p < 0.001).
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Figura 9. El diazepam decrementa las latencias de descenso durante la prueba de conflicto sin afectar la
prueba de no conflicto. A, Las ratas adquirieron conducta de descenso mediado por conflicto y no conflicto.
Izquierda, En la condiciéon de conflicto (negro), las ratas (n= 17) innatamente motivadas a beber (con sed)
descendieron de la plataforma (zona segura, verde) para obtener agua con sacarina (presentacion de recompensa)
de un bebedero colocado al final de parrilla, seguido del entrenamiento de amenaza donde asocian el acto de
descender de la plataforma con una descarga eléctrica en la parrilla contextual (zona de amenaza, rojo). Derecha,
En la condicién de no conflicto, las ratas (n= 12) con acceso libre al agua (sin sed) descendieron de la plataforma
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para obtener sacarina, seguido de la entrega de la descarga eléctrica después de descender de la plataforma. Las
latencias de bajada (4 patas en la parrilla) fueron presentadas en un solo ensayo por dia. B, Antes de la inyeccién
(pre-Prueba) el grupo salina (SAL) y el grupo diazepam (DZPM), durante condiciones de conflicto (Izquierda,
negro) y no conflicto (Derecha, verde), mostraron altas latencias de bajada. Al siguiente dia, después de la inyeccién
(Prueba), las ratas tratadas con diazepam decrementaron las latencias de bajada durante condiciones de conflicto
(n=7) sin afectar condiciones de no conflicto (n= 6), comparado con las ratas tratadas con salina (SAL, n= 10, n=
6, respectivamente). Los insets de las graficas muestran el porcentaje de ratas que exitosamente descendieron de
la plataforma para acercarse a la recompensa durante condiciones de conflicto y no conflicto antes y después de la
inyeccién. C, Ratas en sus cajas hogar mostraron niveles similares de consumo de sacarina antes (pre-Prueba) y
después (Prueba) de la inyeccién de salina o diazepam (SAL, n=4; DZPM, n= 5). El error en las barras indica ESM
*p < 0.05.

Para evaluar el efecto del diazepam en la prueba de descenso mediado por conflicto las
ratas que recibieron entrenamiento de conflicto y no conflicto fueron separados en dos grupos
de ratas con similares latencias de bajada (dia 7, pre-Prueba, conflicto, t,5) = -0.74, p = 0.46;
dia 7, pre-Prueba, no conflicto: t,o = -1.40, p = 0.19; Figura 9B). Al dia siguiente (dia 8), las
ratas fueron probadas en ausencia de la descarga eléctrica después de la administracién de
SAL o DZPM. Observamos que los animales que recibieron DZPM decrementaron las latencias
de bajada en comparacion con las ratas que fueron inyectadas con SAL (SAL: 446.1 s, DZPM:
225.5 s, 45 = 2.2; p < 0.05). En contraste, durante la prueba de no conflicto encontramos
que tanto las ratas que fueron inyectadas con DZPM como las ratas que recibieron SAL
respondieron con altas latencias de bajada el dia de la prueba (SAL: 560.3 s, DZPM: 470.1 s,
tuo) = 0.85; p = 0.41). Consistente con estos datos, también observamos una gran proporcién
de ratas inyectadas con DZPM (85%) en comparacion con las ratas inyectadas con SAL (40%)
que se acercaron a la sacarina durante el conflicto. Mientras que, durante la prueba de no
conflicto las ratas tratadas con salina o con diazepam bajaron por la sacarina en una

proporcion similar (SAL: 6%, DZPM: 16%) (Figura 9B, insets).

Posteriormente probamos si el decremento observado en las latencias de bajada con la
administracion de diazepam se debi6 a un incremento en la bisqueda de sacarina, inyectamos
SAL o DZPM a un grupo independiente de ratas antes de que realizar una prueba de consumo
libre de sacarina en sus cajas hogar (Figura 9C). Antes de la administracion de diazepam o

salina ambos grupos de ratas mostraron niveles similares de consumo de sacarina (SAL:
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29.67ml, DZPM: 28.24 ml; f,)= 0.34 p = 0.74). Después de la inyeccién (Prueba), observamos
que las ratas inyectadas con diazepam consumieron niveles similares de sacarina que el grupo
control (SAL: 27.7 ml, DZPM: 33.3 ml, t,, = -1.67, p = 0.13). Estos resultados sugieren que el
diazepam decrement? las latencias de bajada durante la prueba de descenso mediada por el
conflicto sin afectar la bisqueda de recompensa por si misma. En conjunto, estos hallazgos
validan nuestra tarea de descenso mediado por conflicto al observar que la administracion de
diazepam facilita la conducta de eleccién de las ratas para enfrentar una amenaza aprendida

por la bisqueda de recompensas innatas.

5.1.3 El diazepam facilita la conducta innata de forrajeo durante la prueba de
conflicto sin afectar la prueba de no conflicto

En la naturaleza, con frecuencia, los animales deben correr el riesgo de encontrarse con
un depredador mientras forrajean por comida. Por ejemplo, los roedores suelen arriesgarse a
buscar comida en un campo abierto a pesar de que puedan ser detectados por aves
depredadoras. Para evaluar la habilidad que tienen los roedores para enfrentar amenazas
innatas para obtener comida, evaluamos la conducta de forrajeo mediada por condiciones de
conflicto y no conflicto en una modificacién de la tarea de campo abierto. En la tarea estandar
de campo abierto las ratas exploran la periferia de un ambiente nuevo (zona “segura”)

mientras que naturalmente evitan entrar al centro del campo abierto (Walsh and Cummins

1976).

Para estudiar la expresion de la conducta de eleccioén bajo conflicto, desarrollamos una
version modificada de la prueba de campo abierto afiadiendo comida y una luz intensa en el
centro de la arena del campo (ver métodos). La conducta innata de forrajeo durante conflicto
se evalu6 al comparar la conducta de exploracién en un campo abierto en dos grupos de
animales independientes. Un grupo de ratas fue expuesta a condiciones de conflicto, mientras
que el otro grupo fue probado en condiciones de no conflicto. La prueba de conflicto involucr6
comida en el centro iluminado del campo abierto (Figura 10A), mientras que en la prueba de

no conflicto la comida fue omitida (Figura 10B).
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Figura 10. El diazepam incrementa la conducta de forrajeo durante condiciones de conflicto sin afectar el
no conflicto. Ratas hambrientas fueron colocadas en la arena de un campo abierto modificado para probar la
conducta de forrajeo y locomocién general ante condiciones de conflicto y no conflicto. A, En la prueba de conflicto
mediado por forrajeo, las ratas tratadas con diazepam permanecieron mas tiempo forrajeando por comida
(recompensa) en el centro iluminado del campo abierto (zona de amenaza) en comparacion con las ratas tratadas
con salina (SAL, n= 6; DZPM, n= 5). B, En la prueba de forrajeo sin conflicto donde no hay disponibilidad de
comida (no recompensa) en el centro del campo abierto (no conflicto), el tiempo en el centro iluminado y la
distancia recorrida en el campo abierto fueron similares en el grupo salina y diazepam (SAL, n= 6; DZPM, n= 6).
G, Ratas en sus cajas hogar mostraron niveles similares de ingesta de alimento después de la inyeccién de salina
o diazepam (SAL, n= 4; DZPM, n= 4). El error en las barras indica ESM * p < 0.05.

Evaluamos el efecto de diazepam en la conducta instintiva de forrajeo durante conflicto
comparando la conducta exploratoria en un campo abierto de animales probados bajo
condiciones de conflicto y no conflicto después de la inyeccién de salina o diazepam.
Encontramos que las ratas que fueron inyectadas con diazepam incrementaron el tiempo que
permanecieron en el centro del campo abierto en comparaciéon con las ratas que recibieron

salina en la prueba de conflicto (SAL:81.03 s, DZPM: 123.1 s, t(g) = -3.1, p < 0.011). El efecto del
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diazepam en la prueba de conflicto fue independiente de la conducta motora. Después de la
inyeccion, las ratas tratadas con salina y con diazepam recorrieron el campo abierto de manera
similar (distancia recorrida, cm) durante la prueba de conflicto (SAL: 658.73 cm, DZPM:

648.05 cm; ty) = 0.11, p < 0.908).

En contraste, la administraciéon de diazepam no afecté la conducta de forrajeo ni la
motricidad durante la prueba de no conflicto. Después de la inyeccion, las ratas que recibieron
salina o diazepam respondieron con tiempos de permanencia similares en el centro del campo
abierto sin comida (SAL: 19.3 s, DZPM: 11.7 s; t0) = 0.96, p= 0.35) y recorrieron de manera
similar el campo abierto (SAL: 412.87 cm, DZPM: 369.35 cm; tuo) = 0.64, p = 0.53). El efecto
de diazepam observado en el conflicto no se debi6 a un incremento en la ingesta de comida ya
que ambos grupos de animales consumieron la misma cantidad de comida durante la prueba

de conflicto (SAL: 2.25 g, DZPM: 2.20 g; t) = 1.10, p = 0.531).

Adicionalmente, evaluamos si la administracién de diazepam produjo hiperfagia en los
animales (Johnson 1978). En un grupo independiente de ratas inyectamos salina o diazepam
antes de una prueba de ingesta de alimento en sus cajas hogar (Figura 10C). Encontramos que
el diazepam no incrementé el consumo de alimento, tanto los animales inyectados con salina
como con diazepam consumieron comida de manera similar (dia 5, SAL: 16.7 g, DZPM: 17.7 g;
te) = -0.35, p = 0.73). Consistente con lo anterior, cuando comparamos la cantidad de comida
ingerida por las ratas de manera individual antes (dia 4, libre de droga) y después de la
manipulacién farmacolégica (dia 5) corroboramos que el diazepam no incremento el consumo
de alimento durante la prueba (dia 4 sin droga: 15.0 g, dia 5 con droga: 17.7 g, t;) = -1.06, p=
0.36). Estos resultados indican que el diazepam incrementé la conducta de forrajeo de los
animales durante el conflicto sin afectar el no conflicto o la ingesta de alimento. En conjunto,
estos hallazgos validan nuestra tarea de conflicto innato mediado por forrajeo al observar que
el diazepam facilita la habilidad de las ratas para elegir confrontar amenazas innatas durante

el forrajeo.

66



Resultados

5.2 Seccion experimental II
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Después validar nuestras tareas de conflicto mediante la administracién de diazepam,
decidimos probar en grupos independientes de ratas si la corteza PL y el NAcc, en su region
anterior y posterior, son necesarios para que los animales enfrenten amenazas para buscar
recompensas. Por lo que, la descripcién de los resultados de esta seccién experimental esta
dividida en cuatro partes: 1) resultados de la desactivaciéon de la corteza PL en tareas de
conflicto motivacional; 2) resultados de la desactivaciéon del aNAcc en las tareas de conflicto
motivacional; 3) resultados de la desactivacién del pNAcc en tareas de conflicto motivacional;
y 4) resultados de la inhibicién optogenética de los axones aferentes de la corteza PL en el

NAcc (via PL> NAcc) durante la tarea de conflicto mediado por cruces.

5.2.1 La inactivacién de la corteza PL facilita la confrontacién de amenazas
sefializadas para buscar recompensas

Para evaluar si la corteza PL es necesaria para confrontar amenazas en busqueda de
recompensas, primero, entrenamos a ratas hambrientas en la tarea de conflicto mediado por
cruces como se describié en la secciéon experimental I de este trabajo. Cuando las ratas
aprendieron a cruzar por comida en condiciones de conflicto y no conflicto, éstas fueron
sometidos a una cirugia esterotaxica para implantarles canulas guia bilaterales en la corteza
PL. Después de su recuperacion, las ratas fueron reentrenadas en la discriminacién de ensayos
(4 dias) antes de evaluar la inactivacion de la corteza PL durante la prueba de conflicto. Todos
los animales discriminaron significativamente entre condiciones de conflicto y no conflicto
para cruzar por la comida después de la cirugia (datos no graficados, ultimo dia del

reentrenamiento Conflicto: 100.1 s, No conflicto: 14.0 s, tu6) = 10.7, p = < 0.01).

A continuacién, separamos a los animales en dos grupos de ratas con latencias de
cruces similares en los ensayos de conflicto y no conflicto (pre-Prueba, F( 30) de grupo = 1.25,
p = 0.27; Fa30) de ensayo = 99.04, p < 0.001, F(;,30) de interacciéon = 0.80, p= 0.37) (Figura
11A). Al dia siguiente, las ratas fueron probados después de la infusién de solucién salina (SAL)
o muscimol y baclofeno (M&B) en la corteza PL. Observamos que las ratas que recibieron M&B

mostraron un decremento en las latencias de cruces durante los ensayos de conflicto (34.9 s),
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sin afectar los ensayos de no conflicto, en comparacién con las ratas que recibieron SAL (88 s)
(Prueba, No conflicto, SAL:14.59 s, M&B: 17.93 s, F (1,30) de grupo = 5.9, p = 0.02; F (;,30) de
ensayo= 16.88, p < 0.01, F (;,30)de interacciéon = 6.65, p < 0.05; prueba Post Hoc: SAL conflicto

vs M&B conflicto p < 0.01; SAL no conflicto vs M&B no conflicto p= 0.99).
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Figura 11. La inactivacién de la corteza PL mejora la respuesta aprendida de biisqueda de recompensas
s6lo durante condiciones de conflicto. A, Ratas entrenadas en la tarea de conflicto mediado por cruces
mostraron altas latencias en los ensayos de conflicto en comparacién con los ensayos de no conflicto antes de la
infusién de solucién salina (SAL, n= 9) o muscimol y baclofeno (M&B, n=8). (Izquierda: promedio de latencias
de cruces de los grupos evaluados; Derecha: Desempeiio de ratas representativas ensayo por ensayo). Después de
la infusién (Prueba), las ratas que recibieron muscimol y baclofeno cruzaron mas rapido los ensayos de conflicto,
en comparacion con los animales tratados con salina (Izquierda: promedio de latencias de cruces de los grupos
evaluados; Derecha: Desempefio de ratas representativas ensayo por ensayo. B, Antes (pre-Prueba) y después
(Prueba) de la infusién de salina (SAL, n= 9) o muscimol y baclofen (M&B, n= 11) en las ratas respondieron de
manera similar con altos niveles de inmovilizacién durante el condicionamiento de amenaza. C, Antes (pre-
Prueba) y después (Prueba) de la infusiéon de salina (SAL, n= 6) o muscimol y baclofeno (M&B, n= 5) las ratas
presionaron una palanca por comida de manera similar durante el condicionamiento de recompensa. D, Antes
(pre-Prueba) de la infusién de salina (SAL, n=14) o muscimol y baclofen (M&B, n= 13) las ratas mostraron altos
niveles de inmovilizacién y de supresion de palanqueo durante el condicionamiento de amenaza con recompensa.
Después (Prueba) de la infusion, las ratas tratadas con M&B respondieron con menor inmovilizacién y supresion
de palanqueo en comparacion con el grupo control. Un esquema representativo de los sitios de infusién de M&B
0 SAL para cada experimento se muestra arriba de cada gréfica. Los circulos sin relleno representan el grupo
control (SAL), el grupo experimental se representa con los circulos rellenos (M&B). Todas las graficas muestran
el promedio y ESM ** p < 0.01, *p < 0.05.

Para corroborar que el efecto observado durante el conflicto se debiera a la inactivacion
especifica de la corteza PL y no de la corteza IL, infundimos M&B o SAL en un grupo de ratas,
previamente entrenadas en la tarea de conflicto mediado por cruces, canuladas en la corteza IL
(datos no graficados). Antes (pre-Prueba) de la desactivacion de la corteza IL separamos a los
animales en dos grupos con latencias similares en los ensayos de conflicto y no conflicto (pre-
Prueba, F(1,12) de grupo = 0.007, p = 0.93; F(1,12) de ensayo = 17.11, p < 0.01, F(;,30) de interaccién
= 0.08, p= 0.77). Después (Prueba) de la infusién de SAL o0 M&B en la corteza IL observamos
que ambos grupos de ratas mostraron altas latencias de cruces en ensayos de conflicto (SAL:
66.53 s, M&B: 62.46 s) y cortas latencias de cruces en ensayos sin conflicto (SAL: 13.04 s, M&B:
14.30 s) (Prueba, F(.,12) de grupo = 0.03, p = 0.85; F(1,12) de ensayo = 17.69, p < 0.01, Fq 30)de
interacciéon = 0.13, p= 0.72). De modo que, el efecto observado durante el conflicto es especifico

de la corteza PL.

Dado que la corteza PL codifica informaciéon de estimulos que sefializan amenazas,
evaluamos si el efecto observado durante el conflicto se debi6 a un impedimento en la

evocacion de la memoria de amenaza. Para esto, un grupo de ratas fue entrenado a asociar un
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tono con una descarga eléctrica en cajas estandar de condicionamiento al miedo (Figura 11B).
Antes (pre-Prueba) y después (Prueba) de la infusiéon de SAL o M&B en la corteza PL ambos
grupos de animales respondieron con un alto porcentaje de inmovilizacién durante la
presentacién del tono condicionado (pre-Prueba, SAL: 58 %, M&B: 55.8 %, tus) = 0.38, p=
0.70; Prueba, SAL: 92.4 %, M&B: 86.3%, (tus) = 0.9, p = 0.33). Estos datos sugieren que la
desactivacién de la corteza PL no afecta la respuesta conductual de los animales ante sefiales

que predicen eventos de amenaza.

Posteriormente, evaluamos si la desactivacién de la corteza PL afect6 la memoria de
recompensa durante el conflicto. En principio, podemos inferir que la administraciéon de M&B
no alterd la btusqueda de recompensas porque durante los ensayos de no conflicto las ratas
tuvieron latencias de cruces similares a las ratas del grupo control. Sin embargo, debido a un
efecto piso observado en las latencias de cruces durante condiciones de no conflicto fue dificil
determinar si la desactivacion de la corteza PL aceler6 la busqueda de recompensas. En este
sentido, se infundié SAL o M&B en ratas que fueron entrenadas en el condicionamiento de
recompensa (Figura 11C). Antes (pre-Prueba) y después (Prueba) de la infusién de M&B en la
corteza PL las ratas mostraron una respuesta de palanqueo similar a las ratas que recibieron
SAL (pre-Prueba, SAL: 8.3, M&B: 9.2, t(g) = -1.01, p= 0.33, Prueba SAL: 8.3, M&B: 8.3, t() = -
0.04, p = 0.96). Lo anterior sugiere que la desactivaciéon de la corteza PL tampoco afecto la

motivacion apetitiva de los animales por obtener una recompensa.

Los resultados descritos anteriormente sugieren que la corteza PL es necesaria para
responder ante estimulos que sefializan amenazas s6lo cuando compiten con la presencia de
recompensas. Para corroborar este efecto, infundimos SAL o M&B en ratas que fueron
entrenadas en el condicionamiento de amenaza con recompensa (Figura 11D). Previo (pre-
Prueba) a la desactivaciéon de la corteza PL todos los animales mostraron altos niveles de
porcentaje de inmovilizacién y supresion de palanqueo durante la presentaciéon del tono
asociado con la descarga eléctrica (pre-Prueba, Inmovilizaciéon, SAL: 49.8%, M&B: 45.7%, t(2s)
= 0.68, p = 0.54, Supresién de palanqueo, SAL: 0.75, M&B: 0.65, %, t(5 = 1.40, p = 0.18). Sin
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embargo, después (Prueba) de la infusién de M&B las ratas mostraron bajos niveles de
inmovilizacion (SAL: 75.30 %, M&B: 51.55%) y de supresion de palanqueo (SAL: 0.91, M&B:
0.59) en comparacion con las ratas que recibieron SAL (Inmovilizacion, tes) = 2.68, p < 0.05,
supresion de palanqueo, ti5 = 2.25, p < 0.01). Por lo que, en una segunda tarea conductual
donde se desafia a los animales a responder ante motivaciones opuestas encontramos que la
corteza PL es necesaria mejorar la biisqueda de recompensas s6lo cuando éstas compiten con

la presencia de una amenaza sefializada.

Una vez que corroboramos que la corteza PL es necesaria para responder
adecuadamente ante situaciones de conflicto guiadas por el aprendizaje, nos preguntamos si
esta corteza también participa en la bisqueda de recompensas innatas cuando hay amenazas
sefializadas por el contexto. Para esto, un grupo de ratas previamente canuladas en la corteza
PL fue entrenado en la tarea de conflicto mediada por descenso como se describi6 en la primera
seccion experimental de este trabajo. Posterior al entrenamiento de conflicto, las ratas fueron
evaluadas de manera independiente en la prueba de conflicto y no conflicto después de la

desactivacién de la corteza PL.

Como lo muestra la figura 12A, antes de la infusién de SAL o M&B en la corteza PL
ambos grupos de animales mostraron altas latencias de bajada por la sacarina en el daltimo dia
del entrenamiento de conflicto (pre-Prueba SAL: 386.5 M&B: 344.9, tey = 0.3, p=0.67). Al
siguiente dia, después de la infusién, observamos que las ratas que recibieron M&B (214.3 s)
bajaron mas rapido de la plataforma que los animales tratados con SAL (517 s) durante la
prueba de conflicto (te3) = 4.28, p < 0.01). En contraste, durante la prueba de no conflicto
observamos que antes (pre-Prueba) y después (Prueba) de la infusién de SAL o M&B las ratas
respondieron de manera similar con altas latencias de bajada por la sacarina (pre-Prueba SAL:
371.4 s, M&B: 357. 58, t(g)= 0.07, p=0.94; Prueba, SAL: 600 s, M&B: 500 s, t(g) = 0.90, p=0.38.)
(Figura 12B). Por lo anterior, podemos sugerir que la corteza PL también es necesaria para
que los animales enfrenten una amenaza para buscar una recompensa que de manera natural

genera respuestas apetitivas.
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Figura 12. La inactivacién de la corteza PL mejora la biisqueda de recompensas innatas sélo cuando
compiten con amenazas sefializadas. A, Ratas (sedientas) entrenadas en la tarea de conflicto mediado por
descenso mostraron altas latencias de bajada por la sacarina después de recibir una descarga eléctrica antes (pre-
Prueba) de la infusién de salina (SAL, n= 13) o muscimol y baclofeno (M&B, n=10). Después (Prueba) de la
infusién, las ratas tratadas con muscimol y baclofen bajaron mas rapido por la sacarina que las tratadas con
salina. B, Antes (pre-Prueba) y después (Prueba) de la infusién de salina (SAL, n= 5) o muscimol y baclofen (M&B,
n= 5) las ratas (sin sed) respondieron con altas latencias de bajada por la sacarina durante la prueba de no
conflicto. Un esquema representativo de los sitios de infusién de M&B o SAL para cada experimento se muestra
arriba de cada gréfica. Los circulos sin relleno representan el grupo control (SAL), el grupo experimental se
representa con los circulos rellenos (M&B). Todas las graficas muestran el promedio y ESM. ** p < 0.001.

Por tdltimo, evaluamos si la corteza PL es necesaria en la respuesta de forrajeo ante la
presencia de amenazas innatas (Conflicto innato mediado por forrajeo). Para evaluar esto,
ratas canuladas en la corteza PL fueron infundidas con SAL o M&B antes de realizar la prueba
de conflicto innato por forrajeo. Encontramos que después de la infusion, las ratas que fueron
tratadas con SAL o M&B mostraron niveles similares de permanencia en el centro con comida
(SAL: 37.18 s, M&B: 39.04 s; tuo) = -0.10, p=0.914) y de distancia recorrida en la arena del
campo abierto (SAL: 405.16 s, M&B: 417.12s; t0) = -0.29, p = 0.89) (Figura 13A). Asi mismo,
durante la prueba de no conflicto tampoco observamos diferencias en la cantidad de tiempo
que las ratas tratadas con M&B o SAL permanecieron en el centro del campo abierto sin comida
(SAL: 13.1, M&B: 12.78, t0) = 0.04, p = 0.96) o en la distancia recorrida (SAL: 283.53, M&B:
262.17, t (10) = 0.60, p=0.56) (Figura 13B). Estos datos sugieren que la corteza PL no es

necesaria para enfrentar amenazas innatas durante el forrajeo.
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Figura 13. La inactivacion de la PL no afecta la conducta de forrajeo por comida ante amenazas innatas. A,
Después (Prueba) de la infusiéon de salina (SAL, n= 5) o muscimol y baclofeno (M&B, n= 7) las ratas
permanecieron en el centro (con comida) y recorrieron el campo abierto de manera similar durante la prueba de
conflicto. D, Después (Prueba) de la infusién de salina (SAL, n= 6) o muscimol y baclofeno (M&B, n= 6) las ratas
permanecieron en el centro y recorrieron el campo abierto de manera similar durante la prueba de no conflicto.
Un esquema representativo de los sitios de infusién de M&B o SAL para cada experimento se muestra arriba de
cada gréfica. Los circulos sin relleno representan el grupo control (SAL), el grupo experimental se representa con
los circulos rellenos (M&B). Todas las graficas muestran el promedio y ESM ** p < 0.05.

En resumen, encontramos que la inactivacién de la corteza PL decremento las latencias
de cruces s6lo en ensayos de conflicto. Este efecto no se debi6 a un impedimento en la
evocacion de una memoria de amenaza o de recompensa. Sin embargo, si observamos que la
inactivacion de esta estructura impidi6 la evocacién de una memoria de amenaza cuando ésta
compite con la busqueda de recompensas. Por dltimo, encontramos que la inactivacién de la
corteza PL también decrement? las latencias de bajada por sacarina (recompensa innata) en
un contexto amenazante sélo cuando los animales estan privados de agua (conflicto), pero no
increment¢ el tiempo de permanencia en el centro iluminado (amenaza innata) de un campo
abierto con comida (recompensa innata). Nuestros resultados sugieren que la corteza PL es
necesaria para frenar el acto de confrontar amenazas aprendidas cuando éstas compiten con

la bisqueda de recompensas.
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5.2.2 La inactivacién del Nacleo Accumbens anterior mejora la confrontacion de
amenazas para buscar recompensas durante conflictos innatos y aprendidos

Como se menciond en los antecedentes de este trabajo, el NAcc procesa informacién de
estimulos que predicen amenazas y recompensas. Adicionalmente, se ha descrito que esta
estructura es necesaria para que los animales respondan adecuadamente ante estimulos de
valencia motivacional opuesta dependiendo de su eje anteroposterior. Especificamente, la
parte anterior de esta estructura es necesaria para regular la conducta apetitiva de ingesta de
alimento, mientras que la parte posterior regula respuestas aversivas de defensa (Reynolds
and Berridge 2001). Teniendo en cuenta esta diferenciaciéon funcional del NAcc, evaluamos el
efecto de la inactivacion temporal de esta estructura tanto en su parte anterior como posterior
en nuestras tres tareas de conflicto motivacional. A continuacion, se describiran los resultados

obtenidos con la desactivacion del aNAcc, especialmente en la parte Core, durante el conflicto.

Entrenamos a un nuevo grupo de ratas en la tarea de conflicto mediado por cruces, como
se describi6 previamente, para después ser canulados en el aNAcc. Una vez que los animales
se recuperaron de la cirugia, fueron reentrenados en la discriminacién de ensayos para
comprobar que siguieran recordando la tarea. Al final del reentrenamiento, todos los animales
tardaron mas tiempo en cruzar los ensayos de conflicto en comparacién con los ensayos de no
conflicto (datos no graficados, Gltimo dia del reentrenamiento Conflicto: 77.46 s, No conflicto:

15.9 s, tue) = 9.83, p < 0.001).

Posteriormente, separamos a las ratas en dos grupos de animales con latencias de cruces
similares en los ensayos de conflicto y no conflicto antes de ser probados con las
manipulaciones farmacolégicas (pre-Prueba, F 30) de grupo = 0.46, p = 0.50; F(.,30) de ensayo
= 70.02, p < 0.001, F(30) de interacciéon = 0.01, p= 0.90) (Figura 14A). Al dia siguiente, se
realiz6 la prueba de conflicto después de la infusién de SAL o M&B en el aNAcc. Las ratas que
recibieron M&B mostraron un decremento en las latencias de cruces durante los ensayos de

conflicto (42.4 s) en comparacién con las ratas que fueron tratadas con SAL (89.4 s), sin
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afectar las latencias de cruce en los ensayos sin conflicto (SAL: 23.08 s, M&B: 29.4 s) (Prueba,
F (130) de grupo = 5.2, p = < 0.05; F (1,30) de ensayo= 19.98, p < 0.001, F ;,30) de interaccién =
9.02, p < 0.01; prueba Post Hoc: SAL conflicto vs M&B conflicto p < 0.01; SAL no conflicto vs

M&B no conflicto p= 0.95 ).

Al igual que en los experimentos realizados con la corteza PL, probamos si la
desactivacion del aNAcc afecta de manera independiente como responden los animales ante
estimulos de valencia motivacional opuesta. Primero, probamos si el aNAcc es necesario para
evocar una memoria de amenaza (condicionamiento de amenaza) (Figura 14B). Encontramos
que la desactivacion del aNAcc no impide la evocacién de respuestas defensivas ante una
amenaza. Antes (pre-Prueba) y después (Prueba) de la infusién de SAL o M&B las ratas
respondieron de manera similar con altos niveles de inmovilizaciéon durante la presentacion
del tono aversivo (pre-Prueba, SAL:54.4 %, M&B: 58.9%, t() = -0.80, p=0.44; Prueba, SAL:
67.96%, M&B: 71.9 %, t() = -0.30, p=0.76). De modo que, el aNAcc no es necesario para que

los animales respondan adecuadamente ante sefiales que predicen amenazas.

A continuacién, probamos si el NAcc rostral es necesario para evocar una memoria de
recompensa (condicionamiento de recompensa) (Figura 14C). Encontramos que, antes (pre-
Prueba) y después (Prueba) de la infusién de M&B o SAL en el aNAcc, las ratas de ambos
grupos mostraron un nimero similar de presiones de palanca por minuto para obtener la
recompensa (pre-Prueba, SAL:12.27, M&B: 9.60, t(g) = 1.24, p=0.24; Prueba, SAL: 12.05, M&B:
9.88%, t() = 0.94, p=0.36). Estos datos sugieren que el aNAcc tampoco es necesario para la

btisqueda de recompensas.
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Figura 14. La inactivacién del aNAcc mejora la respuesta aprendida de bisqueda de recompensas s6lo
durante condiciones de conflicto. A, Ratas entrenadas en la tarea de conflicto mediado por cruces mostraron
altas latencias en los ensayos de conflicto en comparacién con los ensayos de no conflicto antes de la infusién de
solucién salina (SAL, n= 9) o muscimol y baclofeno (M&B, n=8) (Izquierda: promedio de latencias de cruces de
los grupos evaluados; Derecha: Desempefio de ratas representativas ensayo por ensayo). Después de la infusién
(Prueba), las ratas que recibieron muscimol y baclofeno cruzaron maéas rapido los ensayos de conflicto, en
comparacién con los animales tratados con salina (Izquierda: promedio de latencias de cruces de los grupos
evaluados; Derecha: Desempeiio de ratas representativas ensayo por ensayo. B, Antes (pre-Prueba) y después
(Prueba) de la infusién de salina (SAL, n= 5) o muscimol y baclofen (M&B, n= 6) las ratas respondieron de manera
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similar con altos niveles de inmovilizacién durante el condicionamiento de amenaza. C, Antes (pre-Prueba) y
después (Prueba) de la infusién de salina (SAL, n= 6) o muscimol y baclofeno (M&B, n= 5) las ratas presionaron
una palanca por comida de manera similar durante el condicionamiento de recompensa. D, Antes (pre-Prueba)
de la infusién de salina (SAL, n= 6) o muscimol y baclofen (M&B, n= 5) las ratas mostraron altos niveles de
inmovilizacién y de supresién de palanqueo durante el condicionamiento de amenaza con recompensa. Después
(Prueba) de la infusion, las ratas tratadas con M&B respondieron con menor inmovilizaciéon y supresién de
palanqueo en comparacién con el grupo control. Un esquema representativo de los sitios de microiyeccion de
M&B o SAL para cada experimento se muestra arriba de cada gréafica. Los circulos sin relleno representan el grupo
control (SAL), el grupo experimental se representa con los circulos rellenos (M&B). Todas las graficas muestran
el promedio y ESM ** p < 0.01, *p < 0.05.

A continuacién, corroboramos que el efecto observado con la desactivacion del aNAcc
se debiera a condiciones de conflicto en una segunda tarea donde estimulos opuestos también
compiten por el control de la conducta (condicionamiento de amenaza con palanqueo) (Figura
14D). Previo (pre-Prueba) a la infusién de SAL o M&B en el aNAcc los animales de ambos
grupos mostraron altos niveles de porcentaje de inmovilizacion (SAL: 49.57%, M&B:49.46%,
t9) = 0.01, p=0.99) y de supresién de palanqueo (SAL: 0.78, M&B: 0.73, t(9) = 0.69, p= 0.50)
durante la presentacion del tono. Posterior (Prueba) a la infusion, las ratas tratadas con M&B
respondieron con bajos niveles de inmovilizaciéon y menor supresion del palanqueo durante la
presentacion del tono aversivo en comparacioén con el grupo control (Prueba, Inmovilizacion,
SAL: 74.06%, M&B: 34.19 %, t (9 = 2.53, p=0.031; Supresién de palanqueo, SAL: 0.90, M&B:
0.34, t (9) = 3.3, p=0.009). De tal modo que, al igual que lo observado con la corteza PL, el
aNAcc es necesario para responder adecuadamente ante un estimulo que sefializa amenaza

s6lo cuando éste compite con la presencia de recompensas.

Como se menciond en los antecedentes de este trabajo, el NAcc también participa en
el procesamiento de informacioén de estimulos que de manera natural propician respuestas
apetitivas y aversivas de los animales. Por lo que, esta estructura también podria regular la
respuesta de los animales ante situaciones de conflicto guiadas por estimulos innatos. Para
corroborar esto, probamos el efecto de la desactivaciéon del NAcc rostral en la tarea de conflicto

mediado por descenso y la tarea de conflicto innato por forrajeo.
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Primero, probamos si el aNAcc es necesario para que los animales busquen
recompensas innatas a pesar de la presencia de una amenaza sefializada por el contexto. Ratas
canuladas en el aNAcc fueron privadas de agua y entrenadas en la tarea de conflicto mediado
por descenso como se describié anteriormente. Antes (pre-Prueba) de la infusién de SAL o
M&B en el aNAcc, los animales mostraron altas latencias de bajada por la sacarina después de
la presentacion de la descarga eléctrica (pre-Prueba, SAL: 362.77 s, M&B: 299.90s, tns) = 0.57,
p=0.57) (Figura 15A). Después (Prueba) de la infusion, las ratas que recibieron M&B (178.0 s)
mostraron un decremento en las latencias de bajada por la sacarina en comparaciéon con el

grupo de ratas que recibieron SAL (441.1 s) durante la prueba de conflicto (Prueba, tus) = 2.85,

p < 0.05).
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Figura 15. La inactivacion del aNAcc mejora la bisqueda de recompensas innatas s6lo cuando compiten
con amenazas sefializadas. A, Ratas (sedientas) entrenadas en la tarea de conflicto mediado por descenso
mostraron altas latencias de bajada por la sacarina después de recibir una descarga eléctrica antes (pre-Prueba)
de la infusién de salina (SAL, n= 9) o muscimol y baclofeno (M&B, n=11). Después (Prueba) de la infusién, las
ratas tratadas con muscimol y baclofen bajaron mas rapido por la sacarina que las tratadas con salina. B, Antes
(pre-Prueba) y después (Prueba) de la infusién de salina (SAL, n= 6) o muscimol y baclofen (M&B, n= 6) las ratas
(sin sed) respondieron con altas latencias de bajada por la sacarina durante la prueba de no conflicto. Un esquema
representativo de los sitios de microiyeccion de M&B o SAL para cada experimento se muestra arriba de cada
grafica. Los circulos sin relleno representan el grupo control (SAL), el grupo experimental se representa con los
circulos rellenos (M&B). Todas las graficas muestran el promedio y ESM, * p < 0.05.

79



Resultados

Por su parte, encontramos que la desactivaciéon del aNAcc no afecta las latencias de
bajada durante condiciones de no conflicto (Figura 15B). Antes (pre-Prueba) y después
(Prueba) de la infusién de SAL o M&B ambos grupos de ratas respondieron de manera similar
con altas latencias de bajada por la sacarina (pre-Prueba, SAL: 579.0 s, M&B: 600 s, t(i0) = -1.0,
p = 0.34; Prueba, SAL: 600.0 s, M&B 591.6 s, tuo) = 1.0, p=0.34). Estos resultados sugieren
que, el aNAcc también es necesario para mejorar la bisqueda de recompensas s6lo en

condiciones de conflicto motivacional.

Mas adelante, evaluamos la participacién del aNAcc en la conducta de forrajeo durante
la presencia de amenazas innatas (Figura 16A). Después de recibir una infusién de M&B
(63.92 s) en el aNAcc las ratas mostraron un incremento en el tiempo que permanecieron en
el centro del campo abierto forrajeando por comida en comparaciéon con el grupo control (SAL
26.65 s, tas) = -2.85, p < 0.05). La infusién de M&B no alteré la locomocién puesto que, ambos
grupos de animales recorrieron la arena del campo abierto de manera similar (Distancia

recorrida, SAL: 366.11 cm, M&B: 446.66 cm, t (16) = -1.60, p = 0.12).

Para evaluar si el efecto observado con la desactivacién del aNAcc durante el forrajeo
se debid a un incremento en la motivacion apetitiva de los animales por la comida, probamos
si la infusién de M&B altera la cantidad de comida que consumen las ratas en sus cajas hogar
durante la prueba de ingesta de alimento durante un dia (Figura 16B). Después de la infusion,
las ratas tratadas con M&B (4.71 g) consumieron la misma cantidad de pellets que las ratas del
grupo control (SAL (4.6 g; tao) = 0.28, p=0.78). Con lo cual, podemos sugerir que el aNAcc
también es necesario para regular la conducta innata de forrajeo por comida durante la

presencia de amenazas naturales sin afectar la ingesta de alimento.

Finalmente corroboramos que el efecto encontrado en esta seccién con la inactivacion
del aNAcc se debiera a la parte Core y no a la parte Shell de esta estructura. Para esto,
infundimos M&B o SAL en el NAcc Shell de ratas entrenadas en la tarea de conflicto mediado
por descenso (datos no graficados). Después (Prueba) de la infusion de M&B, las ratas

respondieron de manera similar al grupo SAL con altas latencias de bajada para ir por la
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sacarina durante el conflicto (Prueba, SAL: 416.6 s, M&B: 418.2 s; t(): -0.0, p= 0.973). Este
resultado sugirié que el NAcc Shell no es necesario al momento de enfrentar una amenaza para
obtener una recompensa durante el conflicto. A partir de este resultado, todas nuestras
manipulaciones con NAcc fueron realizadas en la parte Core y no en la parte Shell de esta

estructura.
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Figura 16. La inactivacién del aNAcc mejora la conducta de forrajeo por comida a pesar de la presencia de
una amenaza innata. A, Después (Prueba) de la infusién de muscimol y baclofen (M&B, n= 9) las ratas
incrementaron el tiempo que permanecieron en el centro del campo abierto con comida, sin alterar la distancia
recorrida, en comparacién con las ratas tratadas con salina (SAL, n= 9). B, Después (Prueba) de la infusién de
M&B (n= 5) las ratas consumieron la misma cantidad de alimento que las ratas del grupo control (SAL, n =7).
Un esquema representativo de los sitios de microiyeccion de M&B o SAL para cada experimento se muestra arriba
de cada grafica. Los circulos sin relleno representan el grupo control (SAL) mientras que el grupo experimental
se representa con los circulos rellenos (M&B). Todas las graficas muestran el promedio y ESM * p < 0.05.

Para resumir, al igual que lo observado con la corteza PL, encontramos que la
inactivacion del aNAcc decrement6 las latencias de cruces s6lo en ensayos de conflicto, sin
afectar la respuesta conductual de los animales ante estimulos que predijeron la ocurrencia de
amenazas o recompensas. Observamos que la inactivacion de esta estructura decrementé la
respuesta de inmovilizacién ante un tono aversivo cuando éste compiti6é con la presencia de
recompensas (condicionamiento aversivo). Asi mismo, encontramos que la inactivacion del

aNAcc decremento las latencias de bajada por sacarina (recompensa innata) en un contexto
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amenazante sblo cuando los animales estan privados de agua (conflicto). Por tltimo, la
inactivacion del aNAcc también incrementé el tiempo que permanecieron los animales
forrajeando por comida a pesar de la presencia de una amenaza natural. De tal forma que,
estos resultados nos permiten inferir que el aNAcc es necesario para frenar el acto de
confrontar amenazas aprendidas e innatas cuando éstas compiten con la buisqueda de

recompensas.

5.2.3. La inactivaciéon del Ntcleo Accumbens posterior impide la busqueda de
recompensas cuando se debe realizar una respuesta instrumental en presencia
y ausencia de conflicto

A continuacién, evaluamos si el pNAcc es necesario para enfrentar amenazas en
btisqueda de recompensas durante el conflicto. Primero, entrenamos a un grupo de ratas en la
tarea de conflicto mediado por cruces como se describid en la primera seccién experimental de
este trabajo. Después de ser canuladas, las ratas fueron reentrenadas en la discriminacién de
ensayos de conflicto y no conflicto para obtener comida. Todos los animales utilizados en este
experimento mostraron altas latencias de cruces por la recompensa en ensayos de conflicto y
cortas latencias de cruces en condiciones sin conflicto (datos no graficados, dltimo dia de

reentrenamiento, SAL: 23.37 s, M&B: 82.15 s, t 1) = 8.2, p < 0.001).

Para evaluar el efecto de la inactivacion del pNAcc en la tarea de cruces de conflicto
separamos a los animales en dos grupos de ratas con latencias de cruces similares (pre-Prueba,
F(1,32) de grupo = 0.17, p = 0.67; F(1,32) de ensayo = 29.58, p = 0.00, F(;,3,)de interaccion = 0.04,
p= 0.83) (Figura 17A). Después (Prueba) de la infusion de SAL o M&B en el pNAcc,
encontramos que las ratas tratadas con M&B incrementaron sus latencias de cruces por la
recompensa durante los ensayos de conflicto (SAL: 96.36s, M&B: 160.76 s; tus) = -4.1, p <
0.001), pero también en los ensayos de no conflicto (SAL: 18.37 s, M&B: 124.71 s; tas) = -5.2,
p< 0.001). Es decir, el bloqueo de la actividad del pNAcc afect6 la busqueda de recompensas

con y sin presencia de una amenaza sefializada.
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Figura 17. La inactivacion del pNAcc impide la bisqueda de recompensas durante condiciones de conflicto
y no conflicto. A, Ratas entrenadas en la tarea de conflicto mediado por cruces mostraron altas latencias en los
ensayos de conflicto en comparacién con los ensayos de no conflicto antes de la infusién de solucién salina (SAL,
n= 9) o muscimol y baclofeno (M&B, n=9) (Izquierda: promedio de latencias de cruces de los grupos evaluados;
Derecha: Desempefio de ratas representativas ensayo por ensayo). Después de la infusién (Prueba), las ratas que
recibieron muscimol y baclofeno tardaron mas tiempo en cruzar por la comida durante los ensayos de conflicto
y no conflicto en comparacién con las ratas que recibieron salina (Izquierda: promedio de latencias de cruces de
los grupos evaluados; Derecha: Desempefio de ratas representativas ensayo por ensayo. B, Antes (pre-Prueba) y
después (Prueba) de la infusién de salina (SAL, n= 5) o muscimol y baclofen (M&B, n= 6) las ratas respondieron
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de manera similar con altos niveles de inmovilizacién durante el condicionamiento de amenaza. C, Antes (pre-
Prueba) de la infusién de salina (n= 6) o muscimol y baclofeno (M&B, n=5) las ratas presionaron una palanca
por comida de manera similar durante el condicionamiento de recompensa. Después de la infusién (Prueba), lar
ratas tratadas con muscimol y baclofeno disminuyeron las presiones de palanca en comparacién con las ratas
tratadas con salina. D, Después (Prueba) de la infusiéon de salina (SAL, n= 5) (n= 5) o muscimol y baclofeno
(M&B, n= 5) las ratas consumieron la misma cantidad de pellets durante la prueba de ingesta de alimento. E,
Después (Prueba) de la infusién, los animales tratados con salina (SAL, n=6) o muscimol y baclofeno (M&B, n=5)
recorrieron el campo abierto y la viga elevada de manera similar. Un esquema representativo de los sitios de
microiyeccion de M&B o SAL para cada experimento se muestra arriba de cada gréafica. Los circulos sin relleno
representan el grupo control (SAL), el grupo experimental se representa con los circulos rellenos (M&B). Todas
las graficas muestran el promedio y ESM *** p < 0.001, ** p < 0.01.

Al igual que en las secciones anteriores, realizamos varios experimentos control para
explicar los efectos encontrados durante la tarea cruces de conflicto. Siguiendo la logica de los
experimentos pasados, primero evaluamos el efecto de la inactivacién del pNAcc en el
condicionamiento de amenaza (Figura 17B). Antes (pre-Prueba) y después (Prueba) de la
infusion de SAL o M&B en el pNAcc, ambos grupos de ratas respondieron con altos niveles de
porcentaje de inmovilizacién durante la presentaciéon del tono asociado con la descarga
eléctrica (pre-Prueba SAL: 46.20 %, M&B: 51.49%, t() = -0.58, p = 0.56; Prueba, SAL: 72.66%,
M&B: 70.68%, t) = 0.15, p=0.89). Lo anterior sugiere que el pNAcc no es necesario para
responder adecuadamente ante la presencia de una amenaza sefializada y por tanto no explica

lo encontrado durante el conflicto.

Mas adelante, evaluamos si la inactivacion del pNAcc afect6 la memoria de recompensa
en un grupo de ratas entrenadas a presionar una palanca por comida (condicionamiento de
recompensa) (Figura 17C). Antes (pre-Prueba) de la infusion de SAL o M&B en el pNAcg, las
ratas presionaron una palanca para obtener comida de manera similar (pre-Prueba, SAL:
14.23, M&B 13.56, ts) = -0.35, p = 0.72). Después de la infusion, las ratas tratadas con M&B
(2.23 palanqueos) mostraron un decremento en la respuesta de palanqueo por comida en
comparacién con las ratas tratadas con SAL (Prueba, SAL: 12.2, M&B: 3.74, t) = 3.74, p <
0.001); sugiriendo que el pNAcc es necesario para que las ratas ejecuten de manera correcta

respuestas instrumentales para obtener una recompensa.
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Una nueva pregunta que surgi6 con el efecto encontrado en la respuesta de palanqueo
fue si la administracion de M&B en el pNAcc afect6 la motivaciéon de las ratas para consumir
los pellets y por eso dejaron de presionar la palanca. Se infundié SAL o M&B en el pNAcc antes
de realizar una prueba de ingesta de alimento, durante un dia, en las cajas hogar de las ratas
(Figura 17D). Observamos una ligera tendencia de un menor consumo de pellets en las ratas
que recibieron M&B (3.2 g) en comparacién con el grupo control (SAL, 4.80g, tg) = 2.10, p =
0.0689). Sin embargo, esta diferencia no fue estadisticamente significativa para explicar los

resultados encontrados en la respuesta de bisqueda de recompensa.

Posteriormente, corroboramos que el efecto encontrado con la desactivacion del pNAcc
en el condicionamiento de recompensa y los cruces de conflicto no se debiera a un
impedimento en la locomocién y la coordinacién motora. Infundimos SAL o M&B en el pNAcc
antes de probar a las ratas en el campo abierto y la viga elevada (Figura 17E). Observamos
que las ratas que recibieron M&B recorrieron de manera similar la arena del campo abierto
(SAL: 325.44 cm, M&B:268.57 cm, t(g) = 0.86, p = 0.40) que las ratas del grupo control. Asi
mismo, la inactivacién del pNAcc no afect6 el tiempo que tardaron las ratas con M&B en llegar
al final de la viga elevada (SAL: 8.16 s, M&B: 10.0 s, t(g) = -0.34, p = 0.73) comparadas con la
ratas tratadas con SAL. Lo anterior, sugiere que el pNAcc no es necesario para la motricidad y
locomocién de los animales y por tanto, el efecto observado en el decremento de la respuesta

instrumental de palanqueo no se debi6é a un problema motor.

De modo que, el incremento observado en las latencias de cruces durante los ensayos
de conflicto y no conflicto se debi6, en primera instancia, a que los animales que recibieron
M&B fueron incapaces de realizar respuestas instrumentales para conseguir la recompensa. A
continuaciéon, nos preguntamos si esta estructura también es importante para aquellos
conflictos motivacionales que son guiados por estimulos innatos y que no dependen en su

totalidad de respuestas instrumentales para obtener la recompensa.

Primero, entrenamos a ratas canuladas en el pNAcc en la tarea de conflicto mediado

por descenso como se mencion6 en la primera secciéon experimental de este trabajo. Antes
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(pre-Prueba) de la infusién de SAL o M&B en el pNAcc las ratas fueron separadas en dos grupos
con altas latencias de bajada en el tltimo dia del entrenamiento (SAL: 222.62, M&B: 254.90,
tay = -0.32, p = 0.74) (Figura 18A). Después (Prueba) de la infusién, ambos grupos de
animales respondieron con altas latencias de bajada durante la prueba de conflicto (t(,) = 0.66,
p = 0.51). Lo cual, sugiri6 que el pNAcc no es necesario para enfrentar una amenaza sefializada

para poder acercarse a una recompensa innata.

A continuacién, evaluamos si el pNAcc participa en la conducta de forrajeo durante
condiciones de conflicto (tarea de conflicto innato mediado por forrajeo). Como se muestra en
la figura 18B, las ratas que recibieron M&B en el pNAcc mostraron una permanencia similar
en el centro con comida y una distancia similar para recorrer el campo abierto que las ratas
tratadas con SAL durante la prueba de conflicto. De modo que, el pNAcc tampoco es necesario

para que las ratas enfrenten amenazas innatas mientras forrajean por comida.
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Figura 18. La inactivacion del pNAcc no afecta la biisqueda de recompensas innatas en presencia de
amenazas naturales y aprendidas. A, Antes (pre-Prueba) y después (Prueba) de la infusién de salina (SAL, n=
8) o muscimol y baclofeno (M&B, n= 11) las ratas respondieron con altas latencias de bajada por la sacarina. B,
Después (Prueba) de la infusién de salina (Sal, n= 6) o muscimol y baclofeno (M&B, n= 5) permanecieron la
misma cantidad de tiempo en el centro del campo abierto con comida. Un esquema representativo de los sitios
de infusién de M&B o SAL para cada experimento se muestra arriba de cada gréfica. Los circulos sin relleno
representan el grupo control (SAL), el grupo experimental se representa con los circulos rellenos (M&B). Todas
las gréaficas muestran el promedio y ESM
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En resumen, la inactivacion del pNAcc incrementé la latencia de cruces por la
recompensa en ensayos de conflicto y no conflicto. Encontramos que este efecto se debi6 a que
la administracién de agonistas GABAérgicos en esta estructura impide que un animal presione
una palanca por comida (respuesta instrumental), sin afectar la evocacién de una memoria de
amenaza, la ingesta de alimento, la locomocién y coordinacién motora. Por ultimo,
observamos que la inactivaciéon del pNAcc no afecté la basqueda de recompensas innatas
durante condiciones de conflicto ni el tiempo que estuvieron los animales forrajeando ante la
presencia de una amenaza innata. Por lo que, nuestros resultados sugieren que el pNAcc es
necesario para ejecutar correctamente respuestas instrumentales por la busqueda de

recompensas sin importar si éstas compiten o no con una amenaza.

Para recapitular, durante los experimentos con inactivaciones farmacoldgicas hallamos
lo siguiente: 1) La corteza PL es necesaria para frenar el acto de confrontar amenazas
sefializadas por estimulos aprendidos (tono, contexto etc.) s6lo cuando éstas compiten con la
presencia de recompensas (aprendidas e innatas). 2) El aNAcc es necesario para ralentizar el
acto de confrontar amenazas aprendidas e innatas s6lo cuando éstas compiten con la presencia
de recompensas (aprendidas e innatas). 3) El pNAcc es necesario para la correcta ejecuciéon de
respuestas instrumentales por recompensas durante la presencia y ausencia de amenazas

senalizadas.

5.2.4 La fotoinhibicién de la via corteza PL.-> NAcc anterior mejora la busqueda
de recompensas a pesar de la presencia de una amenaza aprendida

Anatémicamente, se sabe que existe una proyecciéon glutamatérgica de la corteza PL
hacia el NAcc (Vertes 2004). En este sentido, esta proyecciéon podria regular la biisqueda de
recompensas durante situaciones de conflicto. Después de observar efectos similares con la
desactivacion farmacoldgica de la corteza PL y el aNAcc durante la tarea de conflicto mediado
por cruces, nos preguntamos si es necesaria la comunicacién entre ambas estructuras para

regular el acto de confrontar una amenaza sefializada en btisqueda de recompensas. Para
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explorar esta posibilidad se fotoinhibi6 de manera especifica los axones glutamatérgicos de la

corteza PL aferentes al aNAcc durante una prueba de conflicto motivacional.

Antes de probar si la via PL>aNAcc es necesaria para regular la basqueda de
recompensas ante la presencia de conflicto, primero evaluamos el tiempo de infecci6n
requerido para observar axones aferentes de la corteza PL en el aNAcc. Para esto, sometimos
aratas a una cirugia esterotaxica para infundir un vector viral con el constructo AAV5-CamKII-
eArch3.0-EYFP (Arch3.0-eYFP). Después de 6 semanas de infecciéon las ratas fueron
sacrificadas para poder evaluar si este tiempo fue suficiente para observar axones de la corteza
PL en el NAcc. La figura 19B muestra el sitio de infeccion de la proteina Arch3.0 en la corteza
PL y la marca de axones aferentes en el aNAcc, sugiriendo que 6 semanas de infeccién son

suficientes para poder manipular la via PL->aNAcc durante el conflicto.

A continuacion, se entren6 a un nuevo grupo de ratas en la tarea conflicto mediado por
cruces (de acuerdo con lo mostrado en la seccion experimental I). Posterior al entrenamiento
de discriminacion, las ratas se sometieron a una cirugia esterotaxica para infundir dos vectores
virales con el constructo AAV5-CamKII-eArch3.0-EYFP (Arch3.0-eYFP) o el constructo AAVs-
CamKII-EYFP (eYFP). En la misma cirugia se implantaron 2 fibras dpticas bilaterales en el

aNAcc.

Para realizar la fotoinhibicién de los axones de la corteza PL en el aNAcc durante la
prueba de conflicto en ausencia de la descarga eléctrica, se presentaron dos bloques de 10
ensayos de cruces con el 10% de probabilidad de correncia del conflicto. Es decir, 9 ensayos
fueron de no conflicto y s6lo un ensayo fue de conflicto para cada bloque. En el primer bloque
de ensayos se fotoinhibi6 la via PL>aNAcc (laser On, A= 535 nm, pulso continuo, 12 mW),
durante un ensayo de conflicto y uno de no conflicto elegidos de manera aleatorizada (B1: laser
On). Mientras que, durante el bloque 2 la via PL->aNAcc no se fotoinhibié (B2: laser Off)

(Figura 19C).
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La figura 19D muestra el efecto observado durante la fotoinhibicién de la via PL>
NAcc en los ensayos de conflicto. Como lo muestra la grafica de lineas, los animales que
expresaron la proteina Arch (Arch3.0-eYFP: 98.30 s) mostraron una disminucién en la latencia
de cruces en comparacién con los animales que s6lo expresaron la proteina eYFP (162.89 s)
durante el primer bloque de ensayos con el laser encendido (t (13 = 3.14, p=0.007). Mientras
que, ambos grupos de animales mostraron altas latencias de cruces en los ensayos de conflicto
durante el bloque 2 donde el laser se mantuvo apagado (laser off, eYFP: 121.24 s, Arch3.o-
eYFP: 149.55 s, t (13) = -1.46, p=0.16) De modo que, la fotoinhibicién en el aNAcc de los axones
provenientes de la corteza PL decrement6 el tiempo que tardaron los animales en enfrentar

una amenaza para conseguir una recompensa.

De manera adicional, comparamos las latencias de cruces de los ensayos de conflicto
durante el bloque 1 (laser On) versus el bloque 2 (laser Off) de los animales que expresaron
eYFP o Arch3.0-eYFP (figura 19D derecha). Como se observa en las graficas de barras, los
animales que s6lo expresaron la proteina eYFP decrementaron sus latencias de cruces durante
el bloque 2 (laser Off) en comparacion con el bloque 1 (ldser On) (eYFP, B1: 162.89 s, B2: 121.24
s, t (6 = 3.68, p=0.01); un resultado esperado ante la ausencia de la descarga eléctrica
(extincion). Mientras que, los animales que expresaron la proteina Arch incrementaron sus
latencias de cruces en el boque 2 (laser Off) en comparacién con el bloque 1 (laser On)
(Arch3.0-eYFP, B1: 98.30 s, B2: 149.55, t () = -2.40 p=0.04). Notese que los animales que
expresaron la proteina Arch en lugar de decrementar las latencias de cruces en el bloque 2,
por la ausencia de la descarga eléctrica, cruzaron el ensayo de conflicto de manera similar al
grupo e-YFP en el primer bloque de ensayos (Arch3.0-eYFP, B2: 149.55 s, eYFP, B1: 162.89 s, t
(13) = 0.74, p=0.47). Esto sugiere que los animales con la via PL—2>aNAcc fotoinhibida cruzaron

el segundo ensayo de conflicto como si fuera el primer ensayo.
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Figura 19. La fotoinhibicién de la via PL>NAcc mejora la biasqueda de recompensas sélo durante
condiciones de conflicto. A, Protocolo de infeccién (Infusién del vector viral AAV5-CamKII-eArch3.0-EYFP). B,
Infeccién en la corteza prelimbica. Axones provenientes de la corteza prelimbica en el Nacleo Accumbens. C,
Protocolo de inhibiciéon optogenética. Se presentaron 2 bloques con 10 ensayos de cruces conformados por un
ensayo de conflicto y 9 ensayos de no conflicto. Se fotoinhibi6 la via PL>NAcc s6lo en el primer bloque, pero no
en el segundo (B1, on; B2 off). D, Las ratas infectadas con Arch3.0-eYFP (n= 8) cruzaron maés rapido los ensayos
de conflicto durante el bloque 1en comparacién con las ratas infectadas con e-YFP (n=6). Por su parte durante el
bloque 2, las ratas infectadas con Arch3.0-eYFP tardaron mas tiempo en cruzar los ensayos de conflicto en
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comparacién con las ratas infectadas con e-YFP. E, Las ratas infectadas con Arch3.0-eYFP cruzaron los ensayos
de no conflicto de manera similar que las ratas infectadas con e-YFP durante el bloque1 y bloque 2. F, Durante la
evocacion de una memoria de amenaza se fotoinhibi6 la via PL->NAcc durante la presentacién del primer tono
condicionado (B1, on), pero no en el segundo (B2, off). Las ratas infectadas con Arch3.0-eYFP (n= 7) mostraron
niveles similares de inmovilizacién que las ratas infectadas con e-YFP (n= 6) durante el bloque 1 y bloque 2. G,
Durante la evocacién de una memoria de recompensa se fotoinhibi6 la via PL->NAcc durante el primer minuto
de la prueba (B1, on), pero no en el segundo minuto (B2, off). Las ratas infectadas con Arch3.0-eYFP presionaron
una palanca para obtener comida de manera similar que las ratas infectadas con e-YFP durante el bloque 1y
bloque 2. Los puntos y lineas grises muestran el desempefio individual de las ratas antes y después de la
fotoinhibicién de la via PL->NAcc. ** p < 0.01, * p< 0.5.

Por su parte, durante la presentacion de los ensayos de no conflicto ambos grupos de
animales cruzaron de manera similar por la recompensa durante el bloque 1, (laser On, eYFP
:16.25 s, Arch-eYFP: 18.2 s, t3)=0.46, p=0.65) y el bloque 2 (laser Off, eYFp: 13.71s, Arch-
eYFP:13.50 s, tau3=0.03, p=0.97) (Figura 19E). No observamos diferencias en la conducta al
comparar las latencias de cruces en el bloque 1 (laser On) versus el bloque 2 (laser Off) intra
grupo (eYFP, laser On: 16.25 s, laser Off: 13.71 s, t)= 0.83, p=0.43; Arch3.0-eYFP, laser On:
18.22 s, laser Off: 13.5 s, t;)= 1.69, p=0.13). Lo anterior es consistente con los resultados
obtenidos con las inactivaciones farmacolégicas de la corteza PL y aNAcc en donde sélo

disminuyeron las latencias cruces en ensayos de conflicto.

Posteriormente, evaluamos si el efecto descrito anteriormente se debi6 a un
impedimento de la evocacién de la memoria de amenaza. Para esto, los animales utilizados en
el experimento anterior fueron entrenados en el condicionamiento de amenaza y se evalu6 24
horas después la respuesta de inmovilizacién durante una prueba. Se fotoinhibi6 la via
PL—>NAcc durante la presentaciéon del primer tono aversivo (30 s, Bloque 1, laser On) pero no
asi durante la presentaciéon del segundo tono (30 s, Bloque 2, laser Off) (Figura 19F).
Observamos que tanto los animales que expresaron inicamente la proteina eYFP como los que
expresaron la proteina Arch (Arch3.0-eYFP) mostraron un alto porcentaje de inmovilizaciéon
durante el primer bloque (laser On, eYFP: 64.66%, Arch3.0-eYFP: 58.66%, tu)= 0.39, p=0.69)
y el segundo bloque (laser Off, eYFP: 68.72 %, Arch-eYFP: 70.85 %, tun= -0.19, p= 0.84).

Adicionalmente, las graficas de barras (derecha) muestran el porcentaje de inmovilizaciéon de
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los animales durante el bloque 1 (laser On) comparado con el bloque 2 (laser Off) para cada
grupo de ratas evaluadas. Tampoco observamos diferencias en la respuesta de inmovilizacién
de los animales de manera intra grupos (eYFP, t)= -1.10, p= 0.31; Arch3.0-eYFP, te)= 1.49,
p= 0.18). Lo anterior sugiere que la via PL->NAcc no es necesaria para que los animales

respondan correctamente ante la presencia de estimulos que sefializan amenazas.

Por dltimo, evaluamos si la fotoinhibicién de la via PL->NAcc afect6 la busqueda de
recompensas. Para ello, se fotoinhibi6 la via PL.->NAcc durante el primer minuto que las ratas
estuvieron presionando la palanca por comida (60 segundos, Bloque 1, laser On) pero no asi
durante el segundo minuto de la tarea (60 segundos, Bloque 2, laser Off) (Figura 19G).
Observamos que tanto los animales que expresaron la proteina eYFP como los que expresaron
la proteina Arch (Arch3.0-eYFP) mostraron niveles similares de palanqueo durante el primer
bloque (laser On, eYFP: 10.50, Arch3.0-eYFP: 9.57, tan= 1.02, p= 0.32) y segundo bloque (B2,
laser Off, eYFP: 10.0, Arch3.0-eYFP: 9.85, ta= 0.12, p= 0.90). Las graficas de barras (derecha)
muestran los eventos de palanqueo de los animales durante el bloque 1 (laser On) comparado
con el bloque 2 (laser Off) para cada grupo de ratas evaluadas. Tampoco observamos
diferencias en la respuesta de palanqueo de los animales de manera intra grupos (eYFP, t()=
-1.10, p= 0.31; Arch3.0-eYFP, t)= 1.49, p= 0.18). Lo anterior sugiere que la via PL.->NAcc no
es necesaria para que los animales ejecuten las respuestas apropiadas para buscar

recompensas.

En conjunto, nuestros hallazgos con la manipulacién de la proyeccién PL—>NAcc
durante el conflicto sugieren que la corteza PL regula el acto de enfrentar activamente

amenazas para obtener recompensas a través de su correcta comunicaciéon con el NAcc.
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6.Discusion

En el presente trabajo evaluamos la contribuciéon de la corteza PL, el NAcc y su
comunicaciéon funcional en la regulaciéon de la conducta bajo condiciones de conflicto donde
los animales eligieron confrontar estimulos amenazantes para obtener recompensas. Primero,
validamos farmacolégicamente tres tareas de conflicto motivacional, implementadas en el
laboratorio, mediante la administracién sistémica de diazepam. Encontramos que, sin
importar las propiedades innatas y/o aprendidas de las tareas, la inhibiciéon sistémica del
diazepam facilit6 la confrontacién de una amenaza para permitir la basqueda de recompensas
sin afectar la conducta en ausencia de conflicto. Este resultado nos permiti6 probar la validez
farmacolégica de nuestras tareas de conflicto para medir y manipular experimentalmente la
conducta de elecciéon ante la competencia de valencias motivacionales. Después, mediante
inactivaciones farmacoldgicas temporales, probamos si la corteza PL y el NAcc de manera
independiente contribuyen a la regulacion de la conducta cuando se enfrentan condiciones de
conflicto. Encontramos que la corteza PL y en aNAcc, pero no el pNAcc, son estructuras
necesarias para que los animales retrasen la bisqueda de recompensas sblo cuando hay una
amenaza presente. A diferencia de la manipulacion con diazepam, a nivel cerebral
encontramos una participaciéon diferencial de las estructuras evaluadas de acuerdo con las
caracteristicas innatas y aprendidas de los estimulos para generar condiciones de conflicto.
Por Gltimo, probamos si la comunicacién de la corteza PL sobre el NAcc regula la bisqueda de
recompensas cuando hay amenazas presentes. Encontramos que la fotoinhibicién de la via
PL—>NAcc facilita la conducta de eleccion de los animales para enfrentar una amenaza ante la
disponibilidad de recompensas s6lo durante el conflicto. En conjunto nuestros hallazgos
sugieren que la corteza PL regula la conducta de ir o no ir por las recompensas cuando hay

amenazas presentes en el ambiente a través de su correcta comunicacién con el aNAcc.
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6.1 Validacion de las tareas de conflicto

6.1.1 Tareas de conflicto motivacional

Muchas de las tareas de conflicto previamente reportadas se han centrado en estudiar
el conflicto desde la toma de decisiones entre diferentes opciones de recompensa (donde se
debe elegir entre recompensas grandes y arriesgadas o recompensas pequefias y seguras) y en
el retraso y/o castigo de las recompensas (Anthony Burgos-Robles et al., 2017a; Friedman et
al., 2015; Hamel et al,, 2017; Jean-Richard-Dit-Bressel & McNally, 2015; Orsini et al, 2016;
Piantadosi et al,, 2017; St. Onge & Floresco, 2010). Nuestras tareas de conflicto tienen la
particularidad de que las ratas, con y sin entrenamiento, pueden distinguir entre regiones de
peligro y de seguridad para ejecutar la conducta de elecciéon més apropiada. En este sentido,
las ratas pueden elegir quedarse en una regién segura para evitar el estimulo aversivo o
moverse a la zona de peligro para obtener recompensas. En todas nuestras tareas de conflicto

las ratas respondieron confrontando las amenazas para obtener recompensas.

Una de las tareas de conflicto que desarrollamos involucra un entrenamiento extensivo
para recompensar cruces riesgosos, otra tarea consiste en recompensar la conducta de
descenso arriesgado y la Ultima tarea implica comportamientos innatos en la busqueda de
recompensas riesgosas. En cada tarea, las condiciones de conflicto fueron manipuladas a
distintos niveles (por ejemplo, se utilizaron diferentes estados motivacionales internos como
el hambre o la sed) y con diferentes tipos de estimulos (tono, luz, contexto) para guiar la
conducta (un resumen de las variables utilizadas en cada tarea de conflicto se muestra en la
Tabla 1 del material suplementario). Otra caracteristica importante de nuestras tareas es que
en cada una se compard la conducta de eleccién de las ratas en condiciones de conflicto y se
aislaron los diferentes componentes motivacionales que las conforman. Asi, los resultados
encontrados con estas tareas de conflicto brindan una comprensién integral de cémo la
manipulacién farmacolégica afecté el conflicto. Durante la validaciéon de las tareas,
demostramos que todas las elecciones de conflicto fueron sensibles al diazepam sin afectar la

conducta en condiciones sin conflicto.
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Las tareas de conflicto que comparan condiciones de conflicto y no conflicto son escasas
en la literatura. En cambio, todas nuestras tareas permiten comparar la conducta de eleccion
ante la presencia y ausencia de conflicto. La comparacion entre conflicto y no conflicto, asi
como el uso de sefales aprendidas discretas nos permite aislar los efectos de las
manipulaciones experimentales en las respuestas de conflicto y no conflicto en un mismo
animal (ensayos de conflicto y no conflicto en una misma prueba) o en grupos independientes

de ratas (prueba de conflicto y no conflicto en grupos separados de ratas).

Sélo dos tareas de conflicto motivacional que recientemente se han desarrollado (hasta
donde sabemos) también comparan la conducta durante condiciones de conflicto y no
conflicto. Una de estas tareas implica una prueba de un ensayo discreto en un laberinto radial
en donde se evalud la eleccion de las ratas para entrar en dos diferentes brazos: un brazo con
sefiales visuales y tactiles que fueron asociadas con una contingencia aversiva y otra apetitiva
y un brazo que no estuvo asociado a ninguna valencia motivacional (neutro) (Nguyen et al.
2015). A diferencia de este modelo conductual, nuestra tarea que involucra cruces de conflicto
implica discriminar entre sefiales discretas y cronometradas en varios ensayos en ausencia y
presencia de conflicto. Esto puede ser 1til para registrar cambios en la actividad neuronal en
el momento preciso en que los animales ejecutan una elecciéon con respecto al momento en
que deben suprimir las respuestas defensivas (0 no) para obtener alimento. La segunda tarea
que también contrasta condiciones de conflicto y no conflicto centra su atencién en la conducta
defensiva de congelamiento durante la presencia de recompensa (ensayos de conflicto) en
comparacién con ensayos neutros (sin conflicto) (Burgos-Robles et al., 2017). En comparacion
con esta tarea, las nuestras se enfocan en la supresion activa (en lugar de pasiva) de las
respuestas defensivas para obtener recompensas durante el conflicto. Esto es importante
porque simula mejor los desafios de la vida real con més facilidad que otras tareas

(enfrentando amenazas impulsadas por el comportamiento de bisqueda de recompensas).

Por tltimo, en contraste con los modelos de conflicto basados en depredadores (Choi

and Kim 2010; Kimm and Choi 2018; Walters et al. 2019), el uso de sefiales condicionadas
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discretas en nuestra tarea que involucra cruces de conflicto nos permite observar los
momentos precisos de elecciéon desencadenados por sefiales de amenaza y de recompensa. En
conjunto nuestras tres tareas de conflicto, junto con los experimentos controles aqui
presentados, permiten la separacion de variables discretas que controlan el comportamiento
en un entorno de competencia motivacional en un mismo individuo (tarea de conflicto mediado
cruces) o en grupos independientes de ratas (tarea de conflicto mediado por descenso y tarea
de conflicto innato mediado por forrajeo). Por tanto, nuestras tres tareas de conflicto
representan una valiosa herramienta conductual para estudiar exhaustivamente los
mecanismos cerebrales que permiten a los animales buscar recompensas a pesar de las

amenazas.
6.1.2 El diazepam durante la competencia de motivaciones

Nuestros hallazgos de que el diazepam facilita la confrontacién de amenazas para obtener
recompensas, es consistente con la nocién de que las benzodiazepinas reducen las respuestas
defensivas relacionadas con la presencia de una amenaza durante el conflicto. Trabajos previos
sobre el conflicto han demostrado que el diazepam incrementa: 1) el tiempo de permanencia
en los brazos abiertos de un laberinto elevado (Chaouloff, Durand, and Mormeéde 1997; Dalvi
and Rodgers 1999), 2) el tiempo de permanencia en el centro de un campo abierto que incluye
comida (Britton and Britton 1981; Rex, Stephens, and Fink 1996) 3) el tiempo de permanencia
en el compartimento iluminado de una caja de evitacién pasiva (Chaouloff, Durand, and
Mormede 1997) 4) la conducta de forrajeo (Walters et al. 2019), 5) el nimero de recompensas
castigadas que los animales toleran (Vogel, Beer, and Clody 1971; Paterson and Hanania 2010)
y 6) decrementa la supresiéon condicionada durante el conflicto (Commissaris and Rech 1982).
Enfrentar una situacién que es simultdneamente amenazadora y recompensante resulta en un
aumento de la excitacion fisiologica del organismo (arousal) (Barker, Buzzell, and Fox 2019),
desencadenada por una sefial de amenaza (Dreisbach and Fischer 2012) y que por ende genera
ansiedad. En este sentido, nuestros resultados son consistentes con la nociéon de que el
diazepam disminuye la incapacidad para buscar recompensas, probablemente reduciendo el
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aumento de la excitacién del individuo asociada con la presencia de conflicto (efecto anti-
conflicto). Algunos autores han teorizado que el efecto anti-conflicto del diazepam sobre la

inhibicion del comportamiento representa una manipulacién directa sobre la ansiedad (Gray

1977).

Aunque el efecto anti-conflicto se ha interpretado también como un efecto ansiolitico
(Liljequist and Engel 1984), en este estudio encontramos que una dosis baja de diazepam sélo
afect6 la conducta de eleccion durante el conflicto pero no modific6 la conducta en ausencia de
conflicto (incluido, la conducta de ansiedad, locomocién, coordinacién motora, palanqueo por
comida y reacciones pasivas de defensa como la inmovilizacién). Estos hallazgos son
consistentes con la nocién de que los comportamientos conflictivos son sensibles a los
ansioliticos, mientras que los comportamientos sin conflicto no lo son (McNaughton and Corr
2004). Es decir, las respuestas urgentes ante las amenazas provocan conductas defensivas que
no responden a los ansioliticos, mientras que las respuestas no urgentes a las amenazas
provocan conductas de evaluacion de riesgos que si son sensibles a este tipo de drogas. Nuestro
efecto con el diazepam sélo durante el conflicto sugiere que este farmaco reduce la
probabilidad de involucrar estos comportamientos no urgentes relacionados con la presencia
de la amenaza en competencia con las recompensas. Ademas, este efecto sobre las conductas
conflictivas podria ser explicado también por una reduccion de la ansiedad provocada por la
anticipaciéon de amenazas potenciales (ansiedad anticipatoria), sobre todo en aquellas que
estan relacionadas con la decisién urgente de enfrentar amenazas. En todas nuestras tareas de
conflicto se induce un componente de ansiedad desencadenado por las opciones conflictivas
que retan a los animales a decidir qué hacer y que fue reducido claramente con el diazepam.
Por lo tanto, nuestros hallazgos apoyan la idea de que el diazepam puede tener un efecto anti-
conflicto al reducir la ansiedad generada por situaciones de conflicto y demuestran que
nuestras tareas son modelos conductuales sensibles para manipular la conducta de eleccién

bajo opciones motivacionales en competencia.
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6.2 Mecanismos cerebrales que participan en la regulacion de la
conducta durante situaciones de conflicto

6.2.1 La corteza prelimbica es necesaria para frenar la confrontacién de una
sefial de amenaza durante la biisqueda de recompensas

El bloqueo temporal de la corteza PL disminuy6 el tiempo que los animales tardaron
en enfrentar una sefial de amenaza para poder acercarse a una recompensa innata y aprendida
(conflicto). Nuestros hallazgos son consistentes con otros trabajos de conflicto (enfocados en
la supresién de la bisqueda de recompensas) que han reportado que el bloqueo de la actividad
de esta estructura permite a los animales acercarse a recompensas a pesar del peligro
(Limpens et al. 2015; Ventura et al. 2013; Orsini et al. 2018; Resstel, Souza, and Guimaraes
2008; Lisboa et al. 2010). Sin embargo, a diferencia de lo que ya se ha reportado, nuestros
resultados evidenciaron dos caracteristicas importantes sobre la corteza PL: 1) que el efecto
encontrado con la inactivacion es exclusivo de la competencia de motivaciones opuestas (no
afecta la conducta en condiciones sin conflicto), 2) esta estructura no es necesaria para la
btisqueda de recompensas o para expresar reacciones de defensa ante una amenaza cuando
las condiciones se presentan de manera aislada y 3) La corteza PL no es necesaria para

responder ante condiciones de conflicto guiados por estimulos innatos en competencia.

Varios estudios han descrito que la corteza PL es necesaria para que un animal
responda apropiadamente ante estimulos que sefializan amenazas (Sotres-Bayon and Quirk
2010a). Especificamente, se ha demostrado que la desactivacién de la corteza PL disminuye el
porcentaje de inmovilizaciéon de los animales durante la evocaciéon del condicionamiento
aversivo (Sierra-Mercado, Padilla-Coreano, and Quirk 2011b; Sotres-Bayon, Cain, and LeDoux
2006; Corcoran and Quirk 2007b; Bravo-Rivera et al. 2014). Sin embargo, nosotros no
encontramos que la inactivacién de la corteza PL afectara la respuesta de inmovilizacién

durante el condicionamiento de amenaza.
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Una variable que podria explicar nuestros resultados es que, a diferencia de otros
estudios, nuestro protocolo de condicionamiento al miedo (amenaza) no involucro la supresion
de palanqueo como segunda medicién de la memoria aversiva. Durante el condicionamiento
de amenaza con palanqueo los animales deben dejar de presionar una palanca que entrega
alimento para poder expresar reacciones pasivas de defensa, como la inmovilizacién, durante
la sefial que predice amenaza; lo cual simula condiciones de conflicto. Al inactivar la corteza
PL en este tipo de condicionamiento al miedo encontramos una mejora en la bisqueda de
recompensas a pesar del peligro. Lo cual, sugiere que en condiciones normales la corteza PL
es necesaria para expresar adecuadamente reacciones de defensa ante una amenaza, pero s6lo

cuando estas recompensas compiten CcOon una amenaza.

Consistente a lo anterior, también observamos que la inactivaciéon de la corteza PL
disminuy6 el tiempo que tardaron los animales en acercarse a un estimulo naturalmente
reforzante como la sacarina en un contexto amenazante sin afectar la conducta en condiciones
sin conflicto o la propia ingesta de sacarina. Este resultado, también apoya lo encontrado con
la prueba de conflicto que involucré sefiales condicionadas para guiar la conducta durante la
competencia de motivaciones. En conjunto, nuestros datos sugieren que la corteza PL es
necesaria para regular la conducta bajo condiciones de conflicto de dos maneras: 1) al permitir
la expresion de reacciones de defensa pasivas y activas bajo el costo de perder amenazas y 2)
al frenar la confrontacién de una amenaza, mediante la expresion de reacciones de defensa,
para ir en bisqueda de recompensas. Lo interesante de esta corteza es que puede regular la
conducta de acuerdo con el tipo de conflicto motivacional que se le presente, en donde los
animales pueden elegir perder las recompensas disponibles o sélo retrasar la busqueda de las

mismas ante la presencia de amenazas.

Por ultimo, la corteza PL no es necesaria para regular la conducta de forrajeo ante
escenarios de amenazas innatas. Este resultado es congruente con la literatura ya que se ha
descrito que esta estructura no es necesaria para responder ante estimulos que de manera

natural (innata) generan respuestas aversivas o apetitivas (De la Cruz, Coke, and Bodnar 2016;
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Corcoran and Quirk 2007a). Esto es importante porque sugiere que los mecanismos cerebrales
que subyacen a la conducta bajo conflicto dependen mas de las propiedades individuales de los
estimulos para generar respuestas opuestas que por el simple hecho de que se presenten en
competencia. En este sentido, es probable que la regulacién de la conducta para enfrentar
amenazas innatas durante el forrajeo se lleve a cabo por otras estructuras subcorticales que se
sabe procesan informacién aversiva o apetitiva de estimulos innatos como el ATV (Cardinal,
Parkinson, Hall, et al. 2002), la materia gris periacueductual (GPA) (Watson et al. 2016), o el

NAcc como se observé en este trabajo.

6.2.2 El Nucleo Accumbens anterior es necesario para frenar la confrontacion
de una amenaza, aprendida o innata, cuando compite con la btisqueda de
recompensas

El bloqueo temporal de la actividad del aNAcc facilité la bisqueda de recompensas a
pesar de la presencia de una amenaza, sin afectar la conducta en condiciones sin conflicto, en
las tres tareas de conflicto evaluadas. Este dato es congruente con otro estudio publicado por
Piantadosi y colaboradores (2017) en donde observaron que la inactivacién del NAcc
incrementd la respuesta de palanqueo por comida a pesar de ser castigada con una descarga
eléctrica (Piantadosi et al. 2017). Sin embargo, en el estudio citado se encontr6 que la parte
Shell, pero no la parte Core fue importante para responder durante el conflicto motivacional.
En contraste, nosotros realizamos todas nuestras manipulaciones dirigidas hacia la parte Core
del aNAcc debido a que encontramos que la desactivacion de la parte Shell de esta estructura
no es necesaria para responder ante condiciones de conflicto. Otra diferencia importante de
nuestro trabajo con los resultados descritos por Piantadosi y colaboradores (2017) es que
nuestras tareas de conflicto involucran el enfrentamiento de una amenaza por recompensa a
diferencia del articulo citado donde los animales preferentemente evitan ir por la recompensa

antes de la desactivacion del NAcc Shell. A pesar de la localizacién especifica de las
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inactivaciones del NAcc y del disefio de la tarea, nuestros resultados son compatibles con la

idea de que el NAcc es necesario para responder ante la presencia de estimulos en competencia.

Por otra parte, nuestros resultados observados de manera diferencial de acuerdo al eje
anteroposterior del NAcc Core y las pruebas de conflicto son menos congruentes con la poca
literatura que ha abordado estas condiciones. Por ejemplo, un estudio reciente describié que
la desactivacién de pNAcc, pero no el anterior, increment6 la respuesta de evitacién de los
animales para entrar a un brazo de un laberinto donde dos sefales contextuales indicaban la
presencia simultanea de recompensa y una descarga eléctrica (Hamel et al. 2017). En contraste,
nosotros observamos que la desactivacion del aNAcc, pero no el pNAc, facilitd la elecciéon de
los animales por acercarse a una recompensa a pesar de la presencia de una sefial que predecia

la descarga eléctrica.

Las diferencias observadas entre el estudio publicado por Hamel y colaboradores
(2017) y nuestros resultados pueden deberse a diversas variables, tales como: 1) las
coordenadas utilizadas en el articulo citado para definir aNAcc y pNAcc son diferentes de las
que nosotros utilizamos en este trabajo, 2) el tipo de estimulos utilizados para generar
condiciones de conflicto difieren en tiempo de presentaciéon y modalidad sensorial. Nosotros
utilizamos sefiales discretas auditivas y visuales mientras que en el articulo citado utilizaron
sefiales contextuales para guiar la conducta. Esto es importante porque de acuerdo con el tipo
de sefial utilizada, el NAcc podria requerir comunicarse con otras estructuras cerebrales
relacionadas con el contexto como el hipocampo o la amigdala para las sefiales auditivas
(Floresco, 2015) y 3) en el articulo citado también observaron que la desactivacion del pNAcc
incremento las respuesta de evitacion de los animales en condiciones sin conflicto por lo que,
el efecto observado durante la prueba de conflicto puede deberse a un incremento de las
respuestas defensivas de los animales ante la sefial que predecia peligro. A diferencia de
nuestros resultados que fueron especificos de condiciones de conflicto sin alterar la respuesta
defensiva de los animales ante la presencia de una sefal de amenaza. En conjunto, podemos

mencionar que la participaciéon del NAcc para responder ante condiciones de conflicto es mas
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dificil de generalizar e interpretar de acuerdo a su eje anteroposterior con lo poco que se ha
descrito en la literatura. Sin embargo, de acuerdo con nuestros resultados encontrados en este
trabajo, podemos inferir que la parte anterior, pero no la posterior, de esta estructura es
necesaria para enfrentar amenazas ante la basqueda de recompensas y que esta participacion

del aNAcc fue generalizable en nuestras tres tareas de conflicto motivacional.

Por otra parte, nuestros datos también revelaron que el aNAcc no es necesario para
que los animales respondan de manera pasiva ante la presencia de una amenaza, para la
btéisqueda de recompensas o para la ingesta de alimento evaluadas de manera independiente.
Resultados que también difieren con algunos estudios donde si han encontrado diferencias al
bloquear la actividad del aNAcc durante la ingesta de alimento (Reynolds and Berridge, 2001)
o al realizar tareas que requieren de la expresion de respuestas activas de defensa ante
estimulos que predicen amenazas (Bravo-Rivera et al. 2014; Fernando et al. 2014). Sin
embargo, en ambos estudios la inactivaciéon del aNAcc estuvo dirigida mas a la parte Shell de
esta estructura, mientras que nosotros nos dirigimos mas a la parte Core. Ademas, nosotros
evaluamos una respuesta defensiva de tipo pasiva (inmovilizacién) y no una de tipo activa
(evitacion) como lo hicieron Fernando y colaboradores (2014). Esto podria significar que existe
una diferenciacion del NAcc Core y Shell para generar respuestas pasivas o activas de defensa

lo cual, hasta donde sabemos, no se ha evaluado.

Por otro lado, al igual que en la corteza PL, corroboramos que el efecto observado con
la desactivacion del aNAcc se debiera s6lo a condiciones de conflicto y evaluamos la
participacion de esta estructura en el condicionamiento de amenaza con palanqueo.
Encontramos que los animales con la actividad del aNAcc bloqueada decrementaron su
respuesta de inmovilizacion ante la sefial aversiva e incrementaron la btsqueda de
recompensas. Este resultado, al igual que lo encontrado con la corteza PL, sugieren que ambas
estructuras participan en la generacién de reacciones de defensas pasivas de los animales s6lo

cuando hay recompensas disponibles.
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Por dltimo, encontramos que el aNAcc también es necesario para enfrentar amenazas
tanto innatas como sefializadas para ir en bisqueda de recompensas o forrajear por comida.
Esto es consistente con la literatura donde se ha demostrado que las neuronas del NAcc pueden
procesar estimulos que generan naturalmente respuestas aversivas y apetitivas asi como
también ajustar su actividad para responder ante estimulos condicionados opuestos (Setlow,
Schoenbaum, and Gallagher 2003; Roitman, Wheeler, and Carelli 2005). Nuestros resultados
demuestran que el aNAcc no sélo codifica ambos tipos de estimulos, sino que ademas es capaz
de utilizar esa informacién y permitir respuestas conductuales apropiadas ante la presencia de
conflictos motivacionales sin importar las caracteristicas aprendidas o innatas de los estimulos
en competencia. Este dato es muy parecido a lo encontrado con la administracién sistémica de
diazepam. Lo cual, podria indicar que el NAcc regula la conducta de conflicto sin importar la

naturaleza de los estimulos para generar respuestas aprendidas o innatas.

En conjunto, nuestros datos sugieren que el aNAcc, al igual que la corteza PL, es
necesario para regular la conducta bajo condiciones de conflicto de dos maneras: 1) al permitir
la expresion de reacciones de defensa pasivas y activas bajo el costo de perder amenazas y 2)
al frenar la confrontacién de una amenaza, mediante la expresiéon de reacciones de defensa,

para ir en biisqueda de recompensas.

6.2.3 El Nucleo Accumbens posterior es necesario para la busqueda de
recompensas que involucran la ejecucidon de respuestas instrumentales ante
condiciones de conflicto y no conflicto aprendido

Durante la desactivaciéon del pNAcc en la tarea de cruces de conflicto observamos un
incremento en el tiempo que tardaron los animales para acercarse a la recompensa sefializada
en ensayos de conflicto como de no conflicto. Realizamos varios experimentos control para
saber si el efecto observado se debi6 a un impedimento en la respuesta motivacional aversiva

0 apetitiva, o una alteracién de la conducta motora.
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Encontramos que la inactivacién del pNAcc no afect6 la distancia que recorrieron los
animales en un campo abierto ni el tiempo en terminar de recorrer la viga elevada, sugiriendo
que esta estructura no es necesaria para la locomocién o coordinacién motora. Lo cual, es
congruente con lo que ya se ha reportado en la literatura (Bravo-Rivera et al. 2014). Tampoco
encontramos que la inactivacién del pNAcc afect6 la expresion de reacciones de defensa pasivas
ante la presencia de un estimulo que sefializ6 amenaza. A diferencia de otros estudios que han
reportado que la parte posterior de esta estructura es necesaria para expresar conductas de
evitacion y de enterramiento defensivo ante la presencia de estimulos negativos (Hamel et al.

2017; Reynolds and Berridge 2001).

Algunos estudios han demostrado que al interrumpir de manera temporal la actividad
del NAcc los animales son incapaces de acercarse a una sefial que predice la disponibilidad de
recompensas (autoshaping) (Atallah et al. 2007). Nosotros encontramos que al desactivar el
pNAcc hubo un impedimento significativo para ejecutar la respuesta instrumental de
palanqueo, sin afectar la conducta de ingesta de alimento de los animales. Este resultado es
congruente con otros estudios donde se ha observado que las lesiones especificas del NAcc
Core y la deplecion de la actividad dopaminérgica de esta estructura disminuyen drasticamente
la respuesta de palanqueo sin alterar el consumo de alimento (Sokolowski and Salamone 1998;
Balleine and Killcross 1994). Sin embargo, otros estudios han demostrado que lesionar el NAcc
o inactivar temporalmente esta estructura solo afecta la respuesta instrumental de palanqueo
cuando existe un retraso en la entrega de la recompensa (Cardinal and Cheung 2005) o
durante la adquisicion de la respuesta instrumental pero no durante su evocacién (Chang, et
al., 2012). Por lo que, atin no es claro en la literatura cémo el NAcc participa en la ejecucién de
respuestas instrumentales ante la presencia de recompensas, ni mucho menos si existe una
participacion diferencial de esta estructura de acuerdo a su eje anteroposterior. Hasta donde
hemos revisado, este es el primer estudio que reporta efectos diferenciales en la parte anterior

y posterior del NAcc durante la ejecucién de respuestas instrumentales.
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Por ultimo, encontramos que el NAcc posterior no es necesario para buscar
recompensas innatas en un contexto amenazante o ante la presencia de un estimulo
naturalmente aversivo, de acuerdo con lo observado durante la tarea de conflicto mediado por
descenso o la tarea de conflicto innato mediado por forrajeo. Este resultado apoyaria mas la
idea de que la parte posterior de esta estructura esta encargada de la ejecucion de respuestas
instrumentales y que por ende no tiene un papel importante en las tareas de conflicto que no

involucran la realizaciéon de conductas operantes para ser resueltos.

En conjunto, nuestros resultados sugieren que, el pNAcc es necesario para ejecutar
correctamente una respuesta instrumental (palanqueo o aproximacién) ante una sefial que
predice la disponibilidad de recompensas con o en ausencia de la presencia de sefial que
predice amenazas. Mientras que, el aNAcc, al igual que la corteza PL, es necesario para retrasar
la btisqueda de recompensas s6lo cuando éstas compiten con la presencia de una sefial que
predice amenazas. Esto sugiere que la regulacién de la conducta para enfrentar amenazas

durante el conflicto podria depender de la comunicacion entre la corteza PL y aNAcc.

6.2.4 La corteza Prelimbica regula el acto de enfrentar amenazas para obtener
recompensas a través de su comunicacion con el Nacleo Accumbens

Debido a que encontramos que la corteza PL y el aNAcc son necesarios para frenar la
blisqueda de recompensas ante la presencia de amenazas, nos preguntamos si la comunicaciéon
entre ambas estructuras es necesaria para regular la conducta durante condiciones de
conflicto. Diversos estudios han demostrado que la corteza PL envia proyecciones
glutamatérgicas de manera preferente al NAcc Core en comparacion con el NAcc Shell (Vertes
2004). Interesantemente, un estudio reportd que la proyecciéon glutamatérgica de la corteza
PL suele ser més densa hacia las zonas anteriores del NAcc Core (Gorelova and Yang 1996) sin
embargo, ain no hay un consenso claro sobre esta diferenciaciéon. Nosotros, dirigimos
muestras férulas de estimulaciéon hacia el aNAcc Core por ser el sitio donde observamos los

efectos conductuales con la inactivacion de esta estructura.
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Encontramos que la fotoinhibicién de la via PL->NAcc facilité la basqueda de
recompensas a pesar de la presencia de una amenaza, sin afectar la conducta en ausencia de
conflicto, la expresién de reacciones pasivas de defensa ante una sefial de amenaza o la
btsqueda de recompensas evaluadas de manera independiente. Estudios recientes han
demostrado la participaciéon de la corteza PL y su comunicacién con diferentes estructuras
subcorticales como el NAcc para permitir la conducta de aproximacién-evitacion ante
estimulos opuestos. De manera general, se ha observado que la fotoinhibicién de la via
PL->NAcc es necesaria para promover la bisqueda de recompensas artificiales como la cocaina
(Stefanik, Kupchik, and Kalivas 2016). En contra parte, la estimulacion de la via PL->NAcc
impide la expresion de reacciones activas de defensa como la evitacién ante la presencia de
amenaza (Diehl et al. 2020). En el &mbito del conflicto, un estudio publicado por Friedman y
colaboradores (2015) encontré que la fotoinhibicién de la via CPFm—>EV (del que forma parte
el NAcc) increment6 la preferencia de los animales para elegir grandes recompensas bajo el
costo de enfrentar una amenaza, mientras que su fotoinhibiciéon disminuy6 esta conducta de
eleccion (Friedman et al. 2015). Esto sugiere que, la via CPFm—>EV es necesaria y suficiente

para que los animales respondan ante la presencia de conflicto.

A diferencia del estudio citado previamente, nosotros encontramos que la
fotoinhibicion de los axones de la corteza PL en el aNAcc mejoré la biisqueda de recompensas
a pesar de la presencia de una sefial de amenaza. Este resultado fue congruente con lo
observado de manera independiente con las inactivaciones en la corteza PL y aNAcc durante
las pruebas de conflicto. Por lo que, nuestros datos sugieren que en condiciones normales la
corteza PL a través de su comunicaciéon con el aNAcc frena la conducta de eleccién para

confrontar una amenaza sefializada por las recompensas.

La regulaciéon de la CPFm sobre la conducta a través de su comunicacién con
estructuras rio abajo se ha sugerido y estudiado bastante (Pastor and Medina 2021), incluso
ante la presencia de conflictos. Por ejemplo, se ha reportado que la via PL->NAcc Shell

participa en la supresion de basqueda de recompensas cuando una sefial aversiva se presenta
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simultdneamente (Piantadosi, Yeates, and Floresco 2020). Mientras que, la via IL.->Amigdala
es necesaria para que los animales supriman la bisqueda de recompensa cuando se les castiga
con una descarga eléctrica (Ishikawa et al. 2020). Otros estudios han identificado la
participacién de la CPFm en la regulaciéon de diferentes conductas relacionadas con la
presencia de recompensas o estimulos aversivos a través de su diferente comunicacién con
estructuras como la habénula, el ATV, el AGP e incluso el cerebelo (Para una revisiéon consisa

sobre el tema revisar Pastor & Medina, 2021).

Nosotros encontramos que la corteza PL y su comunicacién con el NAcc no sélo regula
la supresién de conductas apetitivas ante la presencia de amenazas, si no que esta estructura
tiene la capacidad de retrasar o “frenar” la busqueda de recompensas cuando se presenta en
competencia con un estimulo que indica o predice amenaza. Una explicaciéon de como ocurre
este proceso se encuentra en la figura 20A. Al inicio, la informacién de los estimulos llegan a
la amigdala, a través de su comunicacién directa con el tdlamo (Phelps and LeDoux 2005)
(después de pasar por varios relevos sensoriales). En la amigdala los estimulos adquieren un
valor positivo o negativo de acuerdo con las contingencias con que fueron asociadas (Beyeler
et al. 2018). Mediante la comunicacion (reciproca) de la amigdala con la CPFm, la informacién
del valor de los estimulos converge en la corteza PL donde son interpretados como estimulos
de amenaza o de recompensa. La informacion de la valencia de los estimulos también puede
llegar a la corteza PL mediante otras areas como el ATV, el NAcc (de manera indirecta), la
habénula, etc. (Pastor and Medina 2021; Moorman et al. 2015). Una vez que la informacién
referente al valor de los estimulos converge en la corteza PL, ésta se comunica con el aNAcc a
través de su proyeccion excitatoria, para regular la ejecucién de respuestas apropiadas al
conflicto. El aNAcc, de manera directa o indirecta con el PV, se comunica con estructuras
relacionadas con la motricidad (Moorman et al. 2015) para frenar la confrontacién de una
amenaza sefializada ante la presencia de recompensas en competencia. Lo cual, se vio reflejado
por un incremento en las latencias de cruces durante los ensayos de conflicto. Sin embargo, la

fotoinhibicién de la comunicaciéon de la corteza PL con el aNAcc acelera la bisqueda de
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recompensas a pesar de la presencia de amenaza (Figura 20B), reflejado por un decremento

en el tiempo que tardaron los animales en cruzar por la comida durante el conflicto.

Queda por explorar otras posibles vias de comunicacién de la corteza PL con otras
estructuras subcorticales durante el conflicto. Por ejemplo, una posible via funcional en este
fenémeno podria ser la comunicacion de la corteza PL con la amigdala. Recientemente en el
laboratorio se encontré que la inactivacién de la amigdala durante la prueba de conflicto
mediada por cruces decremento significativamente las latencias de cruces sélo durante ensayos
de conflicto (Hernandez-Jaramillo A., and Sotres-Bayon 2018). La inhibicion de la via
PL->Amigdala podria mejorar también la confrontacién de amenazas durante la presencia de
conflicto al afectar de manera directa la expresion de reacciones de defensa ante una sefial de
amenaza, como ya se ha visto en otros trabajos (Sotres-Bayon et al. 2012). Asi mismo, otra via
importante a evaluar podria ser la comunicacion de la amigdala con el NAcc para regular la
conducta durante condiciones de conflicto. Recientemente un estudio reporto que esta via
Amigdala->NAcc es necesaria para que los animales eviten una descarga eléctrica (Diehl et
al.,2020). Esta via podria ser importante para regular la confrontacién de amenazas innatas

para mejorar la conducta de forrajeo.
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Figura 20. Circuito cerebral para regular el acto de confrontar amenazas en bisqueda de recompensas. A,
En condiciones normales los estimulos ambientales adquieren su valor positivo o negativo (-/+) en la amigdala
basolateral (tono + descarga eléctrica, luz +comida). Estd informaciéon converge en la corteza PL, a través de su
comunicacién reciproca con la amigdala, para ser integrada y procesada como estimulos de amenaza vs estimulos
de recompensa durante el conflicto. Una vez integrada la informacién en la corteza PL, ésta se comunica de
manera excitatoria con el aNAcc (via activa) para frenar la bisqueda de recompensas ante la presencia de una
amenaza potencial. Esto se ve reflejado en un mayor tiempo requerido para cruzar por la comida durante el
conflicto. B, Fotoinhibicién de la via PL.->NAcc, la valencia de los estimulos (-/+) es adquirida en la Amigdala de
manera normal para después ser enviada a la corteza PL. Al ser interrumpida la comunicaciéon de la corteza PL
con el aNAcc (via inhibida) se quita el freno conductual para enfrentar amenazas y se observa una aceleracion de
la basqueda de recompensas a pesar de la presencia de una amenaza.
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7.Conclusion

Los datos presentados en este trabajo sugieren que la corteza PL y el aNAcc contribuyen
a la regulaciéon de la conducta bajo condiciones de conflicto que requieren el enfrentamiento
activo de amenazas para conseguir recompensas. La corteza PL regula la respuesta ante
conflictos conformados por la presencia de amenazas sefializadas en competencia con
recompensas aprendidas e innatas, mientras que el aNAcc regula la conducta en conflictos que
son guiados por la competencia de estimulos innatos y aprendidos. Por su parte el pNAcc no
regula la conducta bajo conflicto motivacional pero si permite la correcta ejecuciéon de
respuestas instrumentales para obtener recompensas. El control central de la respuesta ante
condiciones de conflicto, guiados por estimulos condicionados, estd regulado por la
comunicacion funcional de la corteza PL y el aNAcc. Donde la corteza PL ejerce un control
sobre la actividad del aNAcc para permitir un freno conductual al momento de confrontar una

amenaza para ir en busqueda de recompensas.
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Figura 1. Una dosis baja de diazepam, pero no una dosis alta, no altera la locomocién y la motricidad.
Inyectamos dos dosis de diazepam (1y 2 mg/kg) para evaluar la conducta de ansiedad, la locomocién en el campo
abierto y la coordinacién motora en la prueba de la viga elevada. A, Las ratas inyectadas con una dosis de
diazepam (DZPM) de 1mg/kg (dosis baja, n= 8) o 2 mg/kg (alta dosis, n= 9) mostraron un nimero similar de
entradas en el centro del campo abierto que las ratas inyectadas con salina (SA, n = 7). Las ratas inyectadas con
una dosis alta de diazepam mostraron un decremento en la distancia recorrida del campo abierto, mientras que
las ratas inyectadas con una dosis baja recorrieron el campo abierto de manera similar que las ratas del grupo
salina. B, Las ratas que se inyectaron con la dosis alta de diazepam (n = 8) mostraron un incremento en el tiempo
para llegar al final de la viga elevada.
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Figura 2. Ejemplo, ensayo por ensayo, de ratas antes y después de las inyecciones de diazepam en la tarea
de conflicto mediado por cruces A, Antes de la inyeccién (pre-Prueba) las ratas tratadas con salina (SAL: Rata
#1, Rata # 2, Rata # 3) o con diazepam (DZPM: Rata #4, Rata #, Rata #6) de manera similar mostraron altas
latencias de cruces (s) durante los ensayos de conflicto (negro) y cortas latencias de cruces durante los ensayos
de no conflicto (verde). B, Después de la inyecciéon (Prueba) las ratas tratadas con diazepam redujeron
dramaticamente sus latencias de cruces durante los ensayos de conflicto sin afectar los ensayos de no conflicto,
mientras que, el desempefio de las ratas que recibieron salina fue similar al de la pre-Prueba.
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Tabla 1. Tareas de conflicto motivacional. Se muestran los estimulos, condiciones y el tipo de aparato
conductual utilizado para cada una de las tareas de conflicto motivacional. En la tarea de conflicto mediado por
cruces, las ratas hambrientas, guiadas por sefiales apetitivas y aversivas (en una caja bidireccional), eligen buscar
pellets de aziicar a pesar de la presencia de una amenaza. En la tarea de conflicto mediado por descenso, las ratas
sedientas guiadas por un estimulo aversivo aprendido (en una caja de una sola direccién), eligen buscar agua
endulzada a pesar de la presencia de una amenaza. En la tarea de conflicto mediado por forrajeo, las ratas
hambrientas guiadas por estimulos aversivos y apetitivos innatos (en la arena de un campo abierto), eligen buscar
pellets de azicar a pesar de la presencia de una amenaza.
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Survival depends on the ability of animals to avoid threats and approach rewards.
Traditionally, these two opposing motivational systems have been studied separately.
In nature, however, they regularly compete for the control of behavior. When threat-
and reward-eliciting stimuli (learned or unlearned) occur simultaneously, a motivational
conflict emerges that challenges individuals to weigh available options and execute a
single behavioral response (avoid or approach). Most previous animal models using
approach/avoidance conflicts have often focused on the ability to avoid threats by
forgoing or delaying the opportunity to obtain rewards. In contrast, behavioral tasks
designed to capitalize on the ability to actively choose to execute approach behaviors
despite threats are scarce. Thus, we developed a behavioral test battery composed
of three conflict tasks to directly study rats confronting threats to obtain rewards
guided by innate and conditioned cues. One conflict task involves crossing a potentially
electrified grid to obtain food on the opposite end of a straight alley, the second task
is based on the step-down threat avoidance paradigm, and the third one is a modified
version of the open field test. We used diazepam to pharmacologically validate conflict
behaviors in our tasks. We found that, regardless of whether competing stimuli were
conditioned or innate, a low diazepam dose decreased risk assessment and facilitated
taking action to obtain rewards in the face of threats during conflict, without affecting
choice behavior when there was no conflict involved. Using this pharmacologically
validated test battery of ethologically designed innate/learned conflict tasks could help
understand the fundamental brain mechanisms underlying the ability to confront threats
to achieve goals.

Keywords: approach-avoidance, choice, decision-making, prefrontal, amygdala, accumbens, fear

INTRODUCTION

To ensure survival in nature, animals must avoid threats and pursue rewards. This ability involves
that animals use inherited or assigned value information of stimuli in the environment (negative or
positive valence) to control motivated behaviors (Rangel et al., 2008; Tye, 2018). Traditionally, these
two motivational valence systems have been successfully studied separately (Hu, 2016). Defensive
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and avoidance responses triggered by threats (LeDoux, 2000)
have been generally studied separately from approach behaviors
elicited by rewards (Cardinal et al, 2002). During foraging,
however, animals regularly encounter threats and rewards
simultaneously and are consequently challenged to engage in
opposing binary choices (avoid or approach) (Choi and Kim,
2010; Hayden and Walton, 2014; Amir et al, 2015; Mobbs
et al., 2018). Such a motivational conflict involves a cost-benefit
decision determined by the competition processes between
these two mutually exclusive systems interacting (Corr, 2013;
McNaughton and Corr, 2014). Conflict is elicited when an
individual is challenged to make a choice guided by stimuli
with opposing valences (threat and reward) to execute a
choice between two incompatible behavioral responses (avoid or
approach). During such forms of conflict, individuals must either
choose to avoid threats at the cost of not benefiting from rewards
or to approach rewards at the cost of facing threats. Interestingly,
when reaching the choice point, rodents display characteristic
oscillatory conflict behaviors that include hesitantly moving back
and forward (Miller, 1944), head dips (Takeda et al., 1998), and
stretched postures (Grant and Mackintosh, 1963), as if assessing
the risks over the decision to make (risk-assessment behaviors).

Conlflict behaviors are sensitive to the action of antianxiety
drugs (Gray, 1977, 1982; McNaughton and Corr, 2014).
Traditionally, approach/avoidance conflict tasks have been useful
in validating benzodiazepines like diazepam (DZPM) (Vogel
et al, 1971; Rodgers et al, 1997; Calhoon and Tye, 2015).
More recent conflict animal models have often focused on
studying the decision animals make to avoid threats while
forgoing the opportunity or delaying the time to obtain rewards
(Moscarello and LeDoux, 2013; Bravo-Rivera et al., 2014;
Friedman et al., 2015; Burgos-Robles et al., 2017; Piantadosi
et al., 2017; Schumacher et al., 2018; Choi et al., 2019; Miller
et al., 2019; Verharen et al., 2019; Walters et al., 2019). Yet, the
ability of animals to choose to forage for resources by confronting
threats remains understudied and lack a behavioral test battery to
comprehensively characterize it.

To directly study animals seeking rewards in the face of
threats, we developed three choice-mediated conflict tasks in
rodents based on traditional behavioral assays. All of our
behavioral tasks involve the comparison of conflict-based vs. no-
conflict-based choice behaviors. They differ, however, in that rats
must use stimuli with innate and/or acquired negative valences
to guide conflict choices. The crossing-mediated conflict task,
based on the task used to map self-stimulation brain sites (Olds
and Milner, 1954), uses competing cued-conditioned stimuli
and involves comparatively assessing the time it takes rats to
cross a potentially electrified grid (“threat” zone) to obtain food
on the opposite side of a straight alley (“safe” zone) during
conflict and no-conflict trials (Bravo-Rivera and Sotres-Bayon,
2020). The step down-mediated conflict task, based on the step-
down threat avoidance paradigm, uses conditioned aversive and
innate appetitive stimuli. Finally, the foraging-mediated innate
conflict task, based on the open field test (Walsh and Cummins,
1976), involves placing food in a brightly lit arena center. We
tested the validity of our conflict tasks by administering systemic
injections of a commonly used benzodiazepine drug, DZPM.

We found that, independently of whether competing stimuli
were conditioned or innate, a low dose of DZPM decreased
risk assessment and facilitated the ability of rats to actively
confront threats, incentivized by reward availability during
conflict choice behaviors only.

MATERIALS AND METHODS

All procedures were approved by the Institutional Animal Care
and Use Committee of the Universidad Nacional Auténoma de
México, in compliance with the National Ministry of Health
guidelines for the care of laboratory animals. A total of 160
adult male Wistar rats (Instituto de Fisiologia Celular breeding
colony) 2-3 months of age, weighing 250-300 g were housed
in individual polyethylene cages, handled daily to diminish
stress responses, and maintained on a standard 12 h light/dark
schedule. All experiments were performed during the light phase.
To maintain a stable motivation to eat or drink during behavioral
training and tests, rats were food restricted (12 g/day of standard
laboratory rat chow with a 5-g bonus feeding at the end of each
week to maintain rats at 85% of their initial weight) or water
restricted (12 ml/day; 6 ml in the morning and 6 ml in the
afternoon), respectively.

Task 1: Crossing-Mediated Conflict Task

Rats were trained and tested in straight alleys that consisted of
acrylic walls with stainless-steel frames (100 cm long x 30 cm
wide x 50 cm tall), located in a sound-attenuating cubicle
(150 cm long x 70 cm wide x 140 cm tall). The alleys consisted of
three zones: two “safe” zones and one “threat” zone (Figure 1A).
Each “safe” zone (20 cm long x 30 cm wide) was located on
the opposite ends of the alley, and the “threat” zone (60 cm
long x 30 cm wide) was located between the two “safe” zones.
The floor of the “threat” zone was made of stainless-steel
bars (4.8 mm diameter), which delivered a scramble footshock
(Coulbourn Instruments, United States), while the floor of “safe”
zones was made of acrylic. The “safe” zone included a speaker
and standard operant chamber components (cue light, a lever
connected to a pellet dispenser, and a food receptacle). The alleys
were interfaced with a computer running custom scripts that
controlled apparatus hardware (food pellet delivery, cue lights,
speakers, and shocker) and recorded task events (lever presses
at each end of the alley). The shock grids, the alley floors, and
the walls were cleaned with soapy water and 70% alcohol and
dried with paper towels between experiments. Prior to conflict
training, all rats were trained to press a lever to obtain sucrose
pellets (45 mg, dustless precision pellets, Bioserve, United States)
in a fixed reinforcement schedule (each lever press was reinforced
with one pellet). All sessions started and ended with context-
alone exposure (5 min without cue lights, shocks, or noise).

Conflict Training

Conflict training involved five succeeding stages: two stages of
reward training (reward association and reward crossing), two
stages of threat training (threat association and threat crossing),
and a final stage of discrimination training to distinguish between
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FIGURE 1 | Conflict test battery to study the ability to confront threats in pursuit of rewards. (A) During the crossing-mediated conflict task, hungry rats are trained to
repeatedly choose to cross a grid (threat zone, red) to press a lever to obtain food (pellets, reward) in the opposite side of the straight alley (safe zone, green), guided
by conditioned cues (white noise and light). (B) During the step-down avoidance-mediated conflict task, thirsty rats are trained to choose to step down from an
elevated platform (safe zone, green) onto a conditioned grid (threat zone, red) to approach a bottle containing sweetened water (saccharin, reward). (C) During the
foraging-mediated innate conflict task, hungry rats must choose to move from the periphery of the arena (safe zone, green) to enter the intensely illuminated center

of the arena (threat zone, red) to obtain food (pellets, reward).
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conflict and no-conflict trials. Conflict training occurred over a
total of 30 days.

Reward training

Initially, rats confined to one end of the alley (“safe” zone) using
an opaque acrylic wall were trained to associate food availability
with a light cue (Reward association). A pellet was dispensed
to the food receptacle with each lever press when the cue light
was illuminated (light trial), while no pellet was delivered in
the absence of light (no-light trial). Each light trial ended after
a randomly assigned number of rewarded pressing events were
achieved (ranging from 5 to 20 presses; a custom script running
in a computer associated with the apparatus generated a random
number and assigned the type of trial to present), whereas each
no-light trial ended after a randomly assigned time had elapsed
(ranging from 30 to 180 s). Each reward conditioning session was
limited to 30 min, and it involved ~10 light trials and ~10 no-
light trials, which resulted in ~15 min per trial type. One session
was given per day across 6 days (days 1-6 of conflict training).
Next, rats were trained to cross from one end of the alley to
the opposite side (from one “safe” zone to the other) to obtain
food signaled by light (Reward crossings). Short acrylic barriers
(9 cm tall) were placed between the grid and “safe” zones to
delimit and commit choice-mediated crossing behavior in time
and space (choose point). A reward crossing trial started when
a light was illuminated in the side of the alley opposite to the

location of the rat. The trial ended when the light was turned
off, after either the rat had crossed to the opposite “safe” zone
and pressed the lever or 180 s had passed without crossing. To
promote goal-oriented crosses guided by tracking location of
light cue, rather than nonsignaled habitual reactions, rats received
one to three reinforced lever presses on the same “safe” zone. Each
reward crossing session was composed of 30 trials. One session
was given per day for 5 days (days 7-11 of conflict training).
Reward training occurred over a total of 11 days (6 days of reward
association and 5 days of reward crossing training). By this point,
rats had learned that reward crossings involved actively tracking
food availability signaled by the cue light in each of the “safe”
zones of the alley in the absence of conflict (crossing to obtain
food without threat).

Threat training

Rats confined to the “threat” zone (middle of the alley) using
opaque acrylic walls and a ceiling (similar dimensions to standard
classical threat conditioning chambers: 30 cm long, 25 cm wide,
30 cm tall) were trained to associate a white noise (85 dB for 30 s)
with a mild footshock (0.5 mA for 1 s) (Threat association). To
allow the sound coming from opposite sides of the alley to enter
the confined conditioning area, the acrylic ceiling was perforated
(1.2 cm diameter). Foot shocks were randomly delivered during
the 30-s noise presentation to avoid a temporal noise/shock
associations that may limit threat-related responses to a specific
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time (a custom script running in a computer associated with the
apparatus generated a random number and delivered the shock).
Five noise-shock pairings were delivered per day with a variable
intertrial interval of 1-3 min. One session was given per day for
4 days. On the next day, two noise-alone trials (in the absence
of shocks) were delivered to test for cued threat memory (days
12-16 of conflict training). Next, rats were trained to cross the
alley to obtain food (guided by the light cue), while the threat cue
(noise) was presented simultaneously (Threat crossings). A threat
crossing trial started and ended the same way as a reward crossing
trials. The difference between reward and threat crossings was
that during threat crossings, rats were challenged to cross to the
other side of the alley to obtain food (signaled by the conditioned
light) by facing the co-occurring threat (0.5 mA shock signaled by
the conditioned noise). Short acrylic barriers (introduced since
Reward crossing training) prevented rats from getting exposed to
the electrified grid before committing to cross (hesitation at the
choice point). The duration of threat crossing trials was increased
across days to gradually intensify threat in crossing sessions.
Intertrial intervals ranged from 1 to 3 min, and each session was
limited to 30 min. One session was given per day for 5 days (days
17-21 of conflict training). Threat crossing trials lasted 30 s in
the first 2 days, 60 s on the third day, 90 s on the fourth day, and
120 s on the fifth day of training. Each trial ended either after
the time of crossing elapsed (30-120 s) or when rats successfully
crossed and pressed the lever on the opposite side of the alley.
Threat training occurred over a total of 10 days (5 days of threat
association and 5 days of threat crossing training). By this point,
rats had learned that threat crossings guided by the simultaneous
occurrence of light and sound cues involved conflict (crossing to
obtain food despite threat).

Discrimination training

The final stage of conflict training consisted of learning
to discriminate between no-conflict (crossing to obtain food
without threat) and conflict (crossing to obtain food despite
threat) trials across 9 days (Discrimination). Each discrimination
session consisted on a total of 30 crossing trials. Each session
was divided into three blocks of 10 trials. Each block of 10 trials
consisted of seven or nine no-conflict trials and one or three
conflict trials (10 or 30% chance of threat trials, respectively). To
prevent rats from predicting types of trials, they were presented
in a different sequence across 10-trial blocks (a custom script
running in a computer associated with the apparatus generated
a random number and assigned the type of trial to present
considering the constricted number of types of trials). On each
trial, rats were allowed a limited time to choose whether to cross
or not to cross the alley (180 s). One session was given per day
for 9 days (days 22-30 of conflict training). To gradually and
progressively increase the risk of threat crossing, the proportion
of conflict trials and intensity of shock increased across days.
Contflict crossings were presented with a 10% chance of threat
(3 conflicts vs. 27 no-conflict trials) and 0.5 mA shock intensity
the first 3 days (22-24 days), the next 3 days (25-27 days) with
a 30% chance of threat (9 conflict vs. 21 no-conflict trials) using
the same shock intensity as the sessions before, and finally, the
last 3 days (28-30 days) with the same percentage of threat

occurrence as the session before but with increased intensity
of shock of 0.1 mA/day until it reached 0.8 mA at the end
of discrimination training. At this point, rats had learned to
discriminate between conflict against no-conflict trials. Rats that
did not learn to discriminate between types of trials by the end
of discrimination training (p > 0.05 in the comparison between
conflict and no-conflict trials in the last block of trials: 2 out of
18), and rats that did not learn to cross in 180 s were excluded
from the study (2 out of 18). Therefore, all trials for all animals
included in the study were rewarded.

Conflict Test

The conflict test was performed 1 day after conflict training
ended. Rats were tested with 10 crossing trials. These trials were
presented in the same conditions as the last day of discrimination
training (30% chance of threat: three conflict and seven no-
conflict pseudorandomly presented trials) but in the absence
of shocks. Results were expressed comparing the average of
conflict against no-conflict trials before (pre-test) and after
(test) injections.

Task 2: Step-Down Avoidance-Mediated
Conflict Task

Rats were trained and tested in a modified step-down inhibitory
avoidance chamber (50 cm long x 25 cm wide x 25 cm tall)
located in a sound-attenuating cubicle (61.5 cm long x 62.5 cm
wide x 65 cm tall). The step-down chamber consisted of two
zones: one “safe” and one “threat” zone (Figure 1B). The floor
of the “threat” zone (30 cm long x 25 cm wide) consisted of
stainless-steel bars (4.8 mm diameter) delivering a scrambled
footshock (Coulbourn Instruments, United States), while the
floor of the “safe” zone (20 cm long x 23.5 cm wide X 6 cm
tall) was an acrylic-covered elevated step platform. An acrylic
sliding door was located between the threat and safe zones to
allow precise timing of step-down choice behavior (choice point).
Compared to the standard step-down avoidance (Izquierdo et al.,
1997), the modified chamber includes a bottle with 12 ml of
saccharin solution (0.1%) placed on the wall of the “threat” zone
opposite from the “safe” zone. This modification represents a
strong incentive that motivates the animal to step down from the
safe platform. Before the training started, rats were habituated to
the step-down behavior in the chamber for 1 day (the bottle was
present but empty) and water deprived for 12 h. Training and
test sessions started with rats confined to the elevated platform
for 5 min in the safe “zone” (the sliding door was closed).
Shock grids as well as chamber floors and walls were cleaned
with soapy water and 70% alcohol and dried with paper towels
between experiments.

Conflict Training

Two variants of the step-down task were used in separate groups
of rats. One task involved conflict training, while the other task
did not involve conflict. The only difference between these tasks
is that conflict training involved water-restricted rats (thirsty),
while rats in the no-conflict task had free access to water (not
thirsty). Both tasks involved reward presentations and threat
association training. During reward presentation sessions, after
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pulling the sliding door, rats were allowed to drink from the
bottle placed in the opposite side of the elevated platform
(“threat” zone) containing saccharin solution (12 ml). Each
reward presentation session was limited to 10 min. One session
was given per day for 5 days (days 1-5) to allow familiarization
with the chamber, overcoming neophobia to the novel taste
(saccharin) and achieving stable reward sampling across days.
The following 2 days (days 6 and 7), rats were trained to associate
the act of stepping down from the platform with a mild footshock
(0.5 mA). This footshock lasted until rats came back to the
safety platform. One trial per session was given per day. Step-
down training for each of the two tasks (conflict and no-conflict)
occurred over a total of 7 days. By this point, two separate
groups of rats had been trained in two different conditions: one
group (motivated to drink) had learned to step down to obtain
sweetened water despite threat (conflict group), while another
group (not motivated to drink) had learned to avoid threat by
not stepping down (no-conflict group).

Conflict Test

A test that involved conflict and another that did not involve
conflict were performed 1 day after training ended. Rats were
tested in the same conditions of the last day of training of each
of the groups (conflict and no-conflict) but in the absence of
shocks. Results were expressed comparing the average of conflict
and no-conflict group step-down latencies before (pre-test) and
after (test) injections.

Task 3: Foraging-Mediated Innate
Conflict Task

Rats were tested in a modified open field arena (90 cm long, 90 cm
wide, and 60 cm tall) with walls made of wood and floors made of
textured transparent acrylic, located in a dark room. The arena
was divided into two zones: one “safe” zone (60 cm long and
60 cm wide) and one “threat” zone (30 cm long and 30 cm wide)
(Figure 1C). Compared to the standard open field (Stefanski
et al., 1992), our modified arena includes an intense beam of
light (1500 Ix) focused at the center of the arena (“threat” zone),
allowing the periphery of the arena to remain dark (“safe” zone).
This modification represents an added innately aversive stimulus
to the already innately aversive center of the open field without
affecting the periphery of the arena. The floor and wooden walls
were cleaned with soapy water and 70% alcohol and dried with
paper towels between experiments.

Conflict Test

Two types of open field tests were used in separate groups of rats.
One test involved conflict, while the other test did not involve
conflict. The only difference between these two tests is that the
conflict test involved placing 30 sucrose pellets (1.350 g) in the
center of the field (“threat” zone) to motivate rats to forage for
food (Britton and Britton, 1981), whereas the no-conflict test did
not involve food in the arena. Motivation to forage for food was
maintained in the periphery by placing five sucrose pellets (0.9 g)
on each of the corners of the arena. To avoid innate aversion to
the novel taste (neophobia) of pellets, rats received 20 sucrose
pellets (1.125 g) in their home cages for 2 days before tests. Rats

were individually placed into the “safe” zone, and their time spent
in the “threat” and the “safe” zones was recorded for 10 min.
The time spent at the center of the open field arena was used to
evaluate foraging despite threat (conflict) an the time spent in the
periphery was used to evaluated foraging without the threat (no
conflict). Test results were expressed comparing the average times
spent on either center or periphery of the arena after injections in
conflict and no-conflict groups.

Open field test

Locomotor activity and anxiety were evaluated in a standard
open field arena (no food or intense light involved) (Schmitt
and Hiemke, 1998). Rats were individually placed at the center
of the open field arena, and their behavior was recorded for
5 min. Distance traveled in the open field was used to evaluate
locomotion, and entries at the center of the arena were used to
evaluate anxiety-like behavior.

Beam walking test

Motor coordination was evaluated using beam walking behavior
(Goldstein and Davis, 1990). The beam was a wooden bar (100 cm
long x 2 cm wide) placed 80 cm above the floor with an
inclination of 15°. An opened home cage was placed at the end
of the beam to motivate rats to walk. The latencies to arrive at
the end of the beam and enter into the home cage were recorded.
Rats were trained for 5 days to walk on the beam toward the home
cage, initially (days 1 and 2) starting at a distance of 50 cm and
then (days 3-5) starting at a distance of 100 cm from the home
cage. Rats were allowed to stay in the home cage for 30 s. The
next day, rats were tested on beam walking.

Food intake test

Feeding behavior was evaluated by calculating food intake in rats
in their home cages (Britton and Britton, 1981; Rex et al., 1996).
Food consumption was assessed across 5 days. Each day, rats were
presented with 30 g of sucrose pellets placed in a familiar food
plate. To calculate food intake, the food plate was weighed before
and after 30 min of food presentation.

Saccharin intake test

Drinking behavior was evaluated by calculating free intake of
saccharin solution (sweetened water) in rats in their home cages.
Sweetened water consumption was assessed across 5 days. Each
day, rats were presented with a familiar water bottle containing
50 ml of saccharin solution (0.1%). To calculate saccharin intake,
the water bottle was weighed before and after 30 min water
bottle presentation.

Systemic Drug Administration

Diazepam (1 or 2 mg/kg of weight) dissolved in a sterile
solution (DZPM, 5 mg/ml, Valium®, Roche, México) or an
equivalent volume of saline solution (SAL) was subcutaneously
administered 30 min before all behavioral tests.

Data Collection and Analysis

All behaviors were recorded with digital video cameras
(Provision, model D-380D5) located above each task apparatus.
Lever-pressing events were recorded by a computer running
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MATLAB® (MathWorks Inc.) custom scripts interfaced with the
straight alley. Lever-pressing events (presses per minute) during
light or no-light trials were expressed as blocks of 10 min.
Each session (one per day) consisted of three of these 10-min
blocks. Crossing latencies consisted of the total time (seconds)
that rats spent to cross to the opposite side of the straight
alley and press the lever to obtain food. Latencies to cross
were expressed as blocks of 10 trials. Each training session
(one per day) consisted of three of these 10-trial blocks, and
the test session consisted of one block of 10 trials. Freezing
responses were expressed as the percent of time spent without
movement (except for respiration) during context alone exposure
(5 min baseline before noise presentations) or 60 s after noise
presentations. Step-down latencies were expressed as the total
time (seconds) rats took, after pulling the sliding door, to step
down from the elevated platform with four paws onto the grid.
Beam walking latencies consisted of the total time (seconds)
spent before arriving at the end of the beam to enter the
home cage. Food and sweetened water intake were calculated
by comparing food-receptacle or water-bottle weight (grams)
before and after 30 min of food bottle presentation. Time
spent freezing, as well as step-down, beam walking latencies,
food and sweetened water intake, as well as risk assessment
responses were manually recorded by trained observers blinded
to the experimental conditions. Behavior in the open field
arenas was recorded using a tracking software (ANY-maze;
Stoelting, United States) and expressed as traveled distance (cm)
or time spent (seconds) at the center of the field during 5
or 10 min. The number of risk assessment behavioral events
(approach/avoidance oscillations toward the reward site) were
counted at the choice point, where, depending on the nature
of the task, rats must choose to cross, step down, or forage
at the center of the open field. Three different types of risk
assessment behaviors were evaluated at the choice point: (1)
hesitation to cross the alley, (2) stretched posture when stepping
down, and (3) head dipping to the center of the open field
arena. During the conflict crossing task, a hesitation event
was counted every time a rat touched, with at least two
paws, the acrylic barrier dividing the safe and threat zones
(choice point) and returned with its four paws to the safe
zone without crossing. During the step-down conflict task, a
stretched posture event was counted every time a rat reached
the border separating the safe and threat zones (choice point)
and elongated its body forward by placing only two paws on
the grid and returned back with its four paws into the safe
platform. Finally, during the foraging conflict task, head-dipping
events were counted every time a rat introduced its head into
the border of the threat zone (choice point) and completely
returned back to the safe zone (open-field periphery). Data from
all experiments were first tested for normality using the one-
sample Kolmogorov-Smirnov test. After testing for the normality
of data, experimental groups were compared by using, when
appropriate, Students two-tailed f tests (paired or unpaired)
or analysis of variance (one- or two-way between groups or
within-subjects ANOVA) followed by planned comparisons or
Tukey’s multiple comparisons post hoc tests (STATISTICA;
StatSoft, United States).

RESULTS

To determine which DZPM dose was appropriate to test the
validity of our conflict tasks, we started by evaluating two DZPM
doses in two commonly used behavioral assays. We injected rats
with DZPM at a low dose (1 mg/kg), a high dose (2 mg/kg),
or SAL before open field (Supplementary Figure 1A) and
beam walking (Supplementary Figure 1B) tests. Using one-way
ANOVA (followed by post hoc tests, below), we found differences
between groups in locomotion, motor coordination but not on
anxiety-like behavior, as indicated, respectively, by differences
on distance traveled [F(3 32): 6.49, p = 0.004] and beam walking
time [F(2,17): 10.38, p = 0.001] but no differences on entries
to center [F(331): 1.05, p = 0.359]. We found that DZPM at a
low dose did not affect locomotion, anxiety-like behavior, nor
motor coordination, as indicated, respectively, by similar levels
of total distance traveled (SAL, 222.9 cm; DZPM, 217.4 cmy;
p = 0.98) and the number of entries to the center of the open
field (SAL, 1.94; DZPM, 1.0; p = 0.444), as well as similar times to
arrive to the end of a narrow elevated beam, as compared to the
control group (SAL, 9.6 s; DZPM, 12.8 s; p = 0.99). In contrast,
rats injected with a high DZPM dose impaired locomotion and
motor coordination, without affecting anxiety-like behavior, as
indicated by decreased levels of total distance traveled (SAL,
222.9 cm; DZPM, 103.6 cm; p = 0.004) and a similar number
of entries to the center of the open field (SAL, 1.94; DZPM, 1.1;
p = 0.501), as well as increased times to arrive at the end of a
narrow elevated beam (SAL, 9.6 s; DZPM, 120.7 s; p = 0.003),
as compared to the control group. Given the impairment effects
on locomotion and motor coordination observed after injecting
a high dose of DZPM but not after injecting a low dose (low vs.
high DZPM doses: distance traveled in open field, p = 0.023; beam
walking time, p = 0.004), we used a low dose of DZPM to test
the validity of conflict behaviors in our tasks. Next, we evaluated
the effect of this DZPM dose on two types of choice-mediated
conflict behaviors in our three conflict tasks: (1) the time it takes
rats to successfully confront threats to obtain rewards and (2) the
number of times rats displayed risk assessment responses toward
the reward site.

Diazepam Facilitated Crossings During
Conflict Test Without Affecting

No-Conflict Behaviors

The crossing-mediated conflict task is a modified version of a
task previously used to map self-stimulation brain sites. In a
series of hallmark studies, Olds and Milner (1954) used such
a task where the reward after crossing the grid was electrical
stimulation. Our task involves natural food reward rather than
an electrical reward and the use of discrete learned cues to
guide choice behavior. Thus, our task requires that a hungry rat,
previously trained to press a lever for food cued by light, crosses
an electrified grid to get to reach a lever on the other side of
the straight alley that triggers a food dispenser. Our task allows
for isolation of key variables in the same individual: appetitive
drive indicated by latency to approach in safe no-conflict trials,
defensive reactive response indicated by freezing in the “threat”
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zone, and competition between aversive and appetitive drives
indicated by latency to approach in conflict trials.

To evaluate the effect of DZPM on crossing-mediated
conflict behavior at test, rats received conflict training in three
consecutive stages: reward and threat trainings, followed by
trial discrimination training (Figure 2A). Threat and reward
training involved associative and crossing sessions. During
reward association sessions (6 days), rats confined to one of the
ends of the straight alley (“safe” zone) gradually learned that
a light cue was associated with the availability of food after
pressing a lever, whereas the absence of light was associated
with lack of food availability, as indicated by the progressively
decreasing lever-pressing levels in no-light trials as compared to
stable lever pressing in light trials across training days [two-way
repeated-measures ANOVA, group: F(1,6) = 12.3, p = 0.001; trial
block: F(17’442) = 6.09, p < 0.001; interaction: F(17,442) = 24.0,
p < 0.001]. Notice that reward conditioning shifted an apparent
natural preference for lever pressing during the absence of light
cue at the beginning of training [day 1, first trial block: light,
7.58; no-light, 11.63 presses/min; Student’s two-tailed paired ¢
test, £(13) = —2.69, p = 0.018], to stable pressing preference guided
by the light cue at the end of training compared to trials in the
absence of light [day 6, session average: light, 10.12; no-light,
4.49 presses/min; Student’s two-tailed paired ¢ test, £13) =7.79,
p < 0.001]. During reward crossing sessions (5 days), the alley
was opened to allow for rats to learn to track food availability on
opposite ends of the alley guided by the light cue, as indicated
by a sustained decrease in time spent to choose to cross the
alley (latency) across days [one-way repeated-measures ANOVA,
F(14,182) = 16.4, p < 0.001]. Notice that rats rapidly learned to
cross for food cued by light, as indicated by long latencies at the
beginning of training (day 7, first trial block: 20.4 s) as compared
to short stable latencies by the end of training [day 11, session
average: 8.7 s; Student’s two-tailed paired ¢ test, t13) = 6.11,
p < 0.001].

Threat training was initiated 1 day after reward training.
During threat association sessions (5 days), rats, confined to the
middle of the alley (“threat” zone), were conditioned and tested.
Rats rapidly learned to associate noise presentations with shock
occurrence, as indicated by increased freezing levels across the
first day of conditioning [day 12, Student’s two-tailed paired ¢
test, t(13) = —5.28, p < 0.001]. Consistent with this learning,
rats showed robust threat memory retrieval elicited by noise in
the absence of shock, as indicated by high freezing levels during
the test compared to preconditioning baseline levels [day 16,
Student’s two-tailed paired t test, t13y = —5.23, p < 0.001].
Between initial conditioning and test, rats exhibited escape-
like behaviors as indicated by variable freezing levels (days
13-15). Such threat-elicited behavior reflects the unexpected
shock delivery timing during noise presentations (see section
“Materials and Methods”) intended to prime active, rather
than passive, defensive responses when challenged to cross the
alley. Starting the next day, the alley was opened to allow
crossings. During threat crossing training (5 days), rats learned
to cross to the opposite end of the alley to obtain food
despite an electrified grid signaled by noise presentations, as
indicated by increased crossing latencies across days [one-way

repeated-measures ANOVA, F(14,182) = 142.4, p < 0.001]. By
gradually and progressively increasing the duration of time
allowed to cross the grid across days (see section “Materials
and Methods”), rats learned to limit threat crossing response
timing in the choice point, as indicated by short latencies in
the beginning (day 17 first trial block: 26.1 s) compared to long
latencies at the end of training [day 21 session average: 113.3 s;
Student’s two-tailed paired ¢ test, £(13) = —16.6, p < 0.001].

These results indicate that, at this point, rats had learned
reward and threat contingencies separately. In the final conflict
training stage, rats received discrimination training (9 days).
Rats learned to distinguish, in the same session, between
pseudorandomly presented crossing trials that involved conflict
(light and noise presented simultaneously) against those that
occurred in the absence of conflict (light without noise), as
indicated by increasingly long latencies during conflict and low
latencies during no-conflict trials across days [two-way repeated-
measures ANOVA, group: F(j,15)y = 34.2, p < 0.001; trial block:
F(26’390) =2.72, p < 0.001; interaction: F(25,390) =1.53,p= 0.047].
Notice that rats started training with similar latencies between
trial types [day 22 session trial averages: conflict, 94.0 s vs. no-
conflict, 78.8 s; Student’s two-tailed paired ¢ test, ¢(13) = —1.66,
p =0.119] and ended (day 30 session average) with prominently
high latencies during conflict trials (81.6 s) as compared to low
latencies during no-conflict trials [22.7 s; Students two-tailed
paired f test, t(13) = —8.00, p < 0.001].

To evaluate the effect of DZPM on crossing-mediated conflict
behavior at test, rats were separated into two groups matched
by similar crossing latencies within trial types and maintained
differences between trial types [test, factorial, ANOVA, pre-test,
group: F(1 24) = 0.07, p = 0.787; trials: F(1 24) = 20.65, p < 0.001;
interaction: F(124) = 0.076, p = 0.784] (Figure 2B, top). The
next day (day 31), rats were tested with 10 crossing trials, in the
absence of footshock, after SAL or DZPM injections. Notably, we
found that DZPM decreased crossing latencies during conflict
test without affecting no-conflict trials, as indicated by low
latencies in DZPM-injected rats (23.3 s) compared to long
latencies in saline-injected rats (62.6 s) during conflict trials,
yet similar latencies between groups during no-conflict trials
(DZPM, 14.7 s; SAL, 19.4 s) [test, factorial, ANOVA, test, group:
F(1.24) = 10.6, p = 0.003; trial block: F(1 24y = 14.75; p < 0.001;
interaction: F(1 24) = 6.58; p = 0.016]. Notice that the DZPM-
treated rats crossed as rapidly when conflict was involved as when
the conflict was absent, as indicated by similar latencies in conflict
as compared to no-conflict trials during test after DZPM injection
(23.3 and 14.7 s latencies, respectively; post hoc comparison after
ANOVA: p = 0.80).

In addition to the crossing latencies, we evaluated the effect of
DZPM on risk assessment behavior evaluated by the expression of
hesitation events in the conflict and no-conflict trials (Figure 2B,
bottom). Before injection, both saline and DZPM groups showed
similarly high numbers of hesitation events in conflict trials and
similarly low number of hesitation events during no-conflict
trials [pretest, factorial ANOVA, group: F(j 24) = 0.40, p = 0.53;
trials: F(1.24) = 137.6, p < 0.000; interaction: F(1 24) = 0.80,
p = 0.378]. The next day, after injection, we found that DZPM
blocked the expression of hesitation events during the conflict
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FIGURE 2 | Diazepam decreases crossing latencies and hesitation events during conflict without affecting no-conflict trials. (A) Rats acquired crossing-mediated
conflict in 30 days (n = 14). First, hungry rats, confined to the safe zone (green), learned to associate pressing a lever with food availability cued by a light (reward
conditioning), followed by training to cross to the opposite safe zone of the straight alley to obtain food cued by light (no-conflict crossings). Then, rats, confined to
the threat zone (grid, red) of the alley, learned to associate the occurrence of white noise with a mild footshock (threat conditioning), followed by training to cross with
both learned contingencies (light/food and noise/shock) presented simultaneously (conflict crossings). Finally, rats were trained to discriminate crossing trials guided
by no-conflict (light/food alone) or conflict (light/food and noise/shock) cues. Data from lever pressing (per minute) and time to cross to the opposite safe zone of the
alley (latency in seconds) are presented in blocks of three trials per day, whereas percent time spent freezing (with or without shock) is presented for each trial. By the
end of crossing-mediated conflict training, rats showed high crossing latencies during conflict trials (black) compared to no-conflict trials (green). (B) Before injection
(pre-test), saline solution and diazepam groups (SAL, n = 7; DZPM, n = 7) showed similarly high crossing latencies (top) and hesitation events toward the reward site
(bottom) during Conflict trials and similarly low crossing latencies and hesitations events during No-conflict (feft, trials averages of experimental groups; right, trial by
trial performance of representative rats). The following day, after injection (test), the diazepam-treated rats decreased crossing latencies (top) and hesitation events
(bottom) during conflict trials (no shock) while leaving no-conflict trials intact, as compared to the saline-treated rats (eft, trial averages of experimental groups; right,
trial by trial performance of the same representative rats shown in pretest). (C) Rats were separately trained in threat and reward conditioning tasks. Before (pre-test)
and after (test) injection, SAL and DZPM groups (SAL, n = 5; DZPM, n = 5) showed similar reactive freezing responses during aversive conditioning and numbers of
lever presses per minute during appetitive conditioning (SAL, n = 6; DZPM, n = 7). Error bars indicate Standard Error of Mean (SEM). BL, baseline. **p < 0.01;

***p < 0.001.
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test without affecting no-conflict trials, as indicated by almost a
complete lack of hesitation events displayed by DZPM-injected
rats (0.047 events) compared to high amount of hesitation
events displayed by the saline-injected rats (2.47 events) during
conflict trials [test, factorial ANOVA, group: F(j24) = 38.42,
p = 0.000; trial block: F( 24y = 36.36; p < 0.000; interaction:
F(1,24) = 33.58; p = 0.000], yet similar hesitation events between
groups during no-conflict trials (DZPM, 0.00 events; SAL, 0.081
events). Thus, consistent with the effect on crossing latencies,
although DZPM decreased risk assessment behavior during
conflict trials, it did not affect no-conflict trials (0.00 and
0.04 hesitation events, respectively, post hoc comparison after
ANOVA: p = 0.99). Surprisingly, even though DZPM decreased
both the crossing latencies and the risk assessment behavior only
during conflict trials, these behavioral responses appear to be
independent of each other, as indicated by lack of correlation
between them in both experimental groups (Pearson correlation
test, SAL, R = 0.49, p = 0.25; DZPM, R = 0.28, p = 0.53; for
example, see rat 3 for lack of direct relationship between latencies
and hesitations in Supplementary Figure 2). Figure 2B insets
and Supplementary Figure 2 show trial by trial performance
comparison of individual representative rats before (pre-test) and
after (test) injection of either SAL or DZPM, highlighting that
DZPM facilitated alley crossings and abolished risk assessment
behavior that involves selecting the appropriate choice behavior
(approach a reward despite threat) guided by competing aversive
and appetitive memories.

To test whether this DZPM effect could be explained
by impairment on the expression of threat and/or reward
memories independently, we injected SAL or DZPM in separate
groups of rats before threat and reward conditioning retrieval
tests (Figure 2C). Separate groups of rats were subjected to
threat conditioning and reward conditioning as above (see
section “Threat Association and Reward Association Training”,
respectively) and tested for memory retrieval on the last day
after injection of either DZPM or SAL. During threat and reward
training (pre-test), both saline- and DZPM-injected rats showed
similarly high levels of freezing and lever pressing [Student’s
two-tailed unpaired ¢ test, tg) = —0.21, p = 0.83; t(11) = 0.06,
p = 0.95]. After injection (test), we found that DZPM did
not affect threat and reward memory expression, as indicated by
similar freezing (DZPM, 57.33; SAL, 51.6% freezing) and lever-
pressing levels (DZPM, 8.7; SAL, 9.6 presses/min) compared to
their respective saline groups during the retrieval test [Student’s
two-tailed unpaired t test, gy = —0.49, p = 0.63; t(11) = —1.03,
p =0.32]. Finally, we evaluated whether crossing-mediated choice
behavior during the conflict test was goal directed or habitual
by retraining rats for 3 days, giving rats free access to food for
a day and the following day evaluated for crossing behavior.
We confirmed that crossing behavior was guided by goals and
not by habits, as indicated by maintained trial discrimination
but increased latencies in both conflict and no-conflict trials in
satiated (conflict trials, 154 s; no-conflict trials, 59 s) vs. no-
satiated rats (conflict trials, 64.6 s; no-conflict trials, 17 s) during
test [comparison: conflict trials, Student’s two-tailed paired ¢ test,
ta3) = —5.43, p < 0.001, no-conflict trials, Student’s two-tailed
paired ¢ test, t13) = —684, p < 0.001]. These results indicate
that DZPM does not affect threat- and reward-related behaviors

per se but rather facilitates goal-directed conflict behaviors that
involve simultaneously occurring threat and reward-predicting
stimuli that compete for the selection of the appropriate choice
behavior. Thus, taken together, these findings validate our
crossing-mediated conflict task by showing that DZPM facilitates
the ability of rats to choose to confront learned threats to execute
learned motivational responses that lead to obtaining food.

Diazepam Facilitated Step-Down
Latencies During Conflict Test Without
Affecting No-Conflict Behaviors

Innate stimuli often guide the act of facing threats to obtain
rewards. Animals often forage for rewards that possess innate
value, such as water and sweet tastes. To study animals seeking
an innate reward in the face of a learned threat, we evaluated
retrieval of an aversive memory in two variants of the step-
down task, conflict (with thirsty rats) and no-conflict (with
no-thirsty rats). In the standard step-down avoidance task, rats
rapidly learn stepping down from a safe platform that predicts
a footshock in an electrified grid floor (Izquierdo et al., 1997).
To study conflict behavior, we modified this task by placing a
bottle containing naturally preferred sweetened water at the end
of the grid, opposite to the safe platform (see section “Materials
and Methods”). This task is similar to one recently used to study
sucrose-seeking behavior (Nieh et al., 2015) but differs in that:
(1) rats are restrained by a sliding door at the choice point to
delimit choice-mediated behavior in time and space and (2) the
critical test assay occurs in the absence of footshocks to avoid
potential pain confounds.

To evaluate step-down avoidance-mediated conflict behavior
at test, we compared choice behavior (latencies to step down or
not to step down the platform to obtain water with saccharin)
in two separate groups of rats. One group of rats received
conflict training, while the other group received no-conflict
training. Conflict training involves rats motivated to face the
learned threat because they are thirsty, whereas no-conflict
training involves rats with free access to water (satiated) and
therefore were not motivated to step down the safe platform.
Both groups of rats received conflict and no-conflict training in
two consecutive stages: reward presentation and threat training
(Figure 3A). During reward presentation (5 days), rats gradually
learned that at the end of the grid, there was a bottle of water
containing saccharin, as indicated by the progressively decreasing
latencies in both conflict [one-way repeated-measures ANOVA,
F,64) = 17.63; p < 0.001] and no-conflict training [one-way
repeated-measures ANOVA, F(j 44) = 11.35 p < 0.001]. In
a few days, rats familiarized with the box and identified the
location of the reward, as indicated by long latencies in the
first reward presentation (day 1, conflict training: 284.4 s; day
1, no-conflict training: 463.0 s) as compared to short latencies
by the last reward presentation session [day 5, conflict training:
15.5 s; day 5, no-conflict training: 101.0 s; conflict training:
Student’s two-tailed paired ¢ test, t(165) = 4.53, p < 0.001; no-
conflict training: f(11) = 5.04, p < 0.001]. At this point, both
groups of rats showed similar step-down latencies to obtain
saccharin [Students two-tailed unpaired t test, t7) = —1.73,
p=0.094].
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FIGURE 3 | Diazepam decreases step-down latencies and stretched postures during the conflict test without affecting no-conflict conditions. (A) Rats acquired
step-down avoidance either mediated by conflict or no-conflict. Left, In the conflict condition (black), rats (n = 17) innately motivated to drink (thirsty) step down from
the platform (safe zone, green) to obtain sweetened water (saccharin; reward presentation) from the bottle at the end of the grid, followed by learning that the act of
stepping down was associated with the occurrence of a mild footshock in the grid context (threat zone, red). Right, In the no-conflict condition (green), rats (n = 12)
with free access to water (not thirsty) stepped down the platform to obtain saccharin solution, followed by learning that stepping down was associated with
footshock delivery in the grid. Time to step down with four paws onto the grid (latency in seconds) is presented by a single trial per day. By the end of the training,
both groups showed high latencies to step down. (B) Before injection (pre-test), SAL and DZPM groups, in both conflict (left, black) and no-conflict (right, green)
conditions, showed high latencies to step down (top) and stretched postures (stretches, bottom) toward the reward site. The following day, after injection (test),
DZPM-treated rats decreased step-down latencies (top) and the numbers of stretches (bottom) during the conflict condition (n = 7) without affecting the no-conflict
condition (n = 6), as compared to the SAL-treated rats (n = 10 and n = 6, respectively). The inset graphs show the percent of rats that successfully stepped down
from the platform to approach the reward [latencies (top) and the rats that displayed stretches (bottom)] during both conflict and no-conflict conditions before
(pre-test) and after (test) drug manipulation. (C) Rats in their home cages showed similar levels of saccharin intake before (pretest) and after (test) injection of SAL
and DZPM (SAL, n = 4; DZPM, n = 5). Error bars indicate SEM. *p < 0.05.
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Threat association was initiated 1 day after the reward
presentation. During threat association sessions (2 days), rats
received a mild footshock in the grid (“threat” zone) immediately
after they stepped down from the platform (“safe” zone). Rats
rapidly learned to associate the action of stepping down from
the platform with footshock occurrence, as indicated by short
latencies in the beginning (day 6, conflict training: 4.1 s; day 6, no-
conflict training: 154.0 s) compared to long latencies at the end of
training in both group of rats [day 7, conflict training: 401.0 s;
Student’s two-tailed paired ¢ test, t(16) = —6.97, p < 0.001; day
7, no-conflict training: 529.9 s; t(11) = —5.64, p < 0.001]. At this
point, rats had associated the step-down response with footshock.

To evaluate the effect of DZPM on step-down avoidance-
mediated conflict behavior at test, rats that received conflict or
no-conflict training were separated into two groups matched
by similar step-down latencies [day 7, pre-test, conflict group:
Student’s two-tailed unpaired ¢ test, ¢(15) = —0.74, p = 0.46; day
7, pretest, no-contflict group: ¢(19) = —1.40; p = 0.19; Figure 3B,
top]. The next day (day 8), rats were tested in a single trial without
footshock after SAL or DZPM injections. Notably, we found that
DZPM decreased step-down latencies during the conflict test,
as indicated by low latencies in DZPM-injected rats compared
with saline-injected rats [SAL, 446.1 s; DZPM, 225.5 s; Student’s
two-tailed unpaired ¢ test, f(15) = 2.2; p = 0.043]. In contrast,
DZPM did not affect step-down latencies during no-conflict
test, as indicated by similar long latencies in diazepam-injected
rats (s) compared with the saline group [SAL, 560.3 s; DZPM,
470.1 s; Student’s two-tailed unpaired ¢ test, ¢(19) = 0.85; p = 0.41].
Consistent with the effect of DZPM on step-down latencies, we
observed a greater proportion of DZPM-injected rats (85%),
as compared to saline-injected rats (40%), that stepped down
pursuing reward during the conflict test, while saline- and
DZPM-injected rats stepped down similarly (SAL 16.6%; DZPM,
16.6%) during the no-conflict test (Figure 3B, top, insets).

In addition to the step-down latencies, we assessed a risk
assessment behavior, evaluated by the expression of stretched
posture events in the conflict and no-conflict groups (Figure 3B,
bottom). Before injection (pre-test), both saline and DZPM
groups showed similarly high number of stretched posture
events during the conflict condition and similarly low number
of stretched posture events during no-conflict condition [day7,
pre-test, conflict group: Student’s two-tailed unpaired t test,
tasy = 1.21, p = 0.24, no-conflict group: t) = 0.00, p = 1.0].
Consistent with the step-down latencies, we observed that DZPM
decreased the expression of risk assessment behavior during
conflict test, as indicated by the lower number of stretched
posture events in the DZPM-treated rats as compared with
the saline-treated rats [SAL, 3.90 events; DZPM, 1.42 events;
Student’s two-tailed unpaired t test, t(15) = 2.13, p = 0.049]
but without increasing the proportion of rats that successfully
stepped down pursuing reward (SAL, 80%; DZPM, 85%)
(Figure 3B, bottom, inset). In contrast, DZPM did not affect
the expression of risk assessment behavior in the no-conflict
test, as indicated by similarly low numbers of stretched posture
events in both saline and DZPM groups [SAL, 0.16 events;
DZPM, 0.16; Students two-tailed unpaired ¢ test, t(10y = 0.00,
p = 1.0]. Thus, DZPM injection decreased both crossing latencies

and a risk assessment behavior only during the conflict test.
Finally, consistent with results from our crossing task, step-down
latencies and risk assessment events were not correlated (Pearson
correlation test, DZPM, R = —0.042, p = 0.33; SAL, R = 0.058,
p = 0.87), suggesting two independent choice-related behaviors
triggered by conflict.

To further test whether the low DZPM dose effect on
conflict behaviors (latencies and hesitation) could be explained
by facilitating spontaneous drink seeking, we injected saline
or DZPM in a separate group of rats that never received a
shock, before a free a saccharin intake test in their home cage
(Figure 3C). This nonshocked group is important to test whether
DZPM affects reward intake by itself (such as tested in the
previous task with a lever-pressing test). Before injections (pre-
test), both groups showed similar baseline levels of sweetened
water intake in their home cages [SAL, 29.67 ml; DZPM, 28.24 ml;
Student’s two-tailed unpaired ¢ test, t(7) = 0.34 p = 0.74]. After
injection during (test), we found that DZPM did not increase
saccharin intake, as indicated by similar levels of sweetened water
consumed compared to the saline-treated group [SAL, 27.7 ml;
DZPM, 33.3 ml; Student’s two-tailed unpaired t test, t(7y = —1.67,
p = 0.13]. These results indicate that DZPM decreases step-down
avoidance responses (latencies and risk assessment behavior)
during conflict without affecting reward-seeking behavior per
se). Thus, taken together, these findings validate our step-
down avoidance-mediated conflict task by showing that DZPM
facilitates the ability of rats to choose to overcome a learned
defensive response to actively obtain a naturally preferred reward.

Diazepam Facilitated Innate Foraging
Behavior During Conflict Test Without
Affecting No-Conflict Behaviors

In nature, foraging behavior often requires that animals overcome
the risk of encountering a predator. For example, rodents may be
challenged to forage for food in an open field despite the risk of
being detected by a flying predator. To study the ability of rodents
to face innate threats to obtain food, we evaluated foraging
behavior in conflict vs. no-conflict-based open field tests. In the
standard open field test, rats explore the periphery of a novel
environment (“safe” zone) while innately avoiding the center of
the open field arena (“threat” zone) (Prut and Belzung, 2003). To
study an overt conflict behavior, we developed a modified version
of the open field test by placing food in a brightly lit center arena
(see section “Materials and Methods”).

To evaluate innate foraging conflict behavior, we compared
open-field behavior (time spent at the center of an open field
arena) in two separate groups of rats. One group of rats
was exposed to conflict conditions (Conflict), while the other
group was exposed to the same environment in the absence of
conflict (No-conflict). Conflict test involves food at the center
of the open field arena (Figure 4A), whereas the no-conflict
test does not (Figure 4B). To evaluate the effect of DZPM
on instinctive foraging conflict behavior, we compared open-
field behavior in conflict vs. no-conflict-mediated open field
tests after SAL and DZPM injections. We found that DZPM
increased foraging behavior for food during conflict test as
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FIGURE 4 | Diazepam increases risky foraging while decreasing head dips during conflict without affecting no-conflict behaviors. Rats placed in an open field arena
were tested for innate exploratory behaviors (foraging), head dips (risk assessment), and general locomotion (distance traveled) mediated either by conflict or
no-conflict conditions. (A) In the foraging-mediated innate conflict test, the diazepam-treated rats spent more time foraging for food (reward) in the brightly
illuminated center of the arena (threat zone) while showing low number of head dips events and similar distance traveled in the open field, as compared to the saline
group (SAL, n = 6; DZMP, n = 5). (B) In the foraging test where there is no food available (no reward) at the center of the arena (no conflict), time in the brightly
illuminated center, head-dip events, and distance traveled were similar in SAL and DZPM groups (SAL, n = 6; DZPM, n = 6). (C) Rats in their home cages showed
similar food intake levels after SAL and diazepam injection (SAL, n = 4; DZPM, n = 4) during the food intake test. Error bars indicate SEM. *o < 0.05.
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indicated by more time spent at the center of the open field
(“threat” zone) in DZPM-injected rats as compared to saline-
injected rats [SAL, 81.03 s; DZPM, 123.16 s; Student’s two-tailed
unpaired ¢ test, t(9) = —3.1, p < 0.011]. Similar to the other
two tasks described before, we found that DZPM decreased risk
assessment behavior during the conflict test, as indicated by less
head-dipping events in the DZPM-injected rats as compared to
the saline-injected rats [SAL, 6.83 events; DZPM, 2.4 events;
Student’s two-tailed unpaired ¢ test, t9) = 2.55, p < 0.031].
DZPM effect on conflict test was independent of locomotion
behavior, as indicated by similar traveled distance (cm) in the
saline- and DZPM-injected rats during the conflict test [SAL,
658.73 cm; DZPM, 648.05 cm; Student’s two-tailed unpaired
t test, t9) = 0.11, p < 0.908]. Consistent with our previous
tasks (crossing and step-down mediated conflict tasks), time
spent at the center (treat zone) and head-dipping events (risk
assessment) were not correlated (Pearson correlation test, DZPM,
R = —0.70, p = 0.11; SAL, R = 0.54, p = 0.34), suggesting
that these are independent choice behavior variables elicited by
conflict. In contrast, DZPM did not affect foraging behavior or
general locomotion during the no-conflict test, as indicated by
both DZPM - and saline-injected rats spending similar time at
the center [SAL, 19.3 s; DZPM, 11.7 s; t(10y = 0.96, p = 0.35],
similarly low head-dipping events [SAL, 4.66 events; DZPM,
2.50 events; f(19) = —1.43, p = 0.18] and not differences in the
traveled distance [SAL, 412.87 cm; DZPM, 369.35 cm; Student’s

two-tailed unpaired ¢t test, f(19y = 0.64, p = 0.53] in the open-
field arena. This DZPM effect on conflict was not due to
increased food intake, as indicated by similar food consumed
levels compared to the saline group during the test [SAL, 2.25 g;
DZPM, 2.20 g; Student’s two-tailed unpaired ¢ test, ¢(9) = 1.10,
p=0.531].

To further test whether the low DZPM dose effect could
be explained by hyperphagia (Johnson, 1978; Naruse and Ishii,
1995), we injected saline or DZPM in separate groups of rats
before the food intake test in their home cage (Figure 4C). We
found that DZPM did not increase food intake, as indicated by
similar levels of food consumed compared to the saline-treated
group on the third day of the food intake test [SAL, 16.7 g;
DZPM, 17.7 g; Student’s two-tailed unpaired ¢ test, ) = —0.35,
p = 0.73]. Consistently, by comparing food intake in the same
individual during a drug-free test (day 4) and after the DZPM
test (day 5), we found that DZPM did not affect food intake, as
indicated by the similar weight of food-containing plates between
days [day 4 (without drug), 15.0 g; day 5 (with drug), 17.7 g;
Student’s two-tailed unpaired ¢t test, t3y = —1.06, p = 0.36].
These results indicate that DZPM increases foraging behavior
during conflict without affecting no-conflict behaviors (including
feeding). Taken together, these findings validate conflict behavior
in our open field-mediated conflict task by showing that DZPM
facilitates the ability of rats to choose to confront innate threats
to forage for food.
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DISCUSSION

We developed three conflict tasks for studying how rodents
choose to confront threats to obtain rewards emulating real-
life situations. We found that, regardless of whether competing
cues were conditioned or innate, DZPM facilitated taking
action to face threats by biasing choice toward reward-seeking
behaviors during conflict. By using systemic pharmacological
manipulations, we show that each of our choice-based tasks
are valuable behavioral tools to study conflict behavior. Taken
together, our three tasks may be a useful test battery to
investigate the underlying brain mechanisms and key neural
circuits involved in conflict behaviors associated with facing
threats in pursuit of rewards.

Conflict Tasks

Most previous conflict research has focused on cost-benefit
decisions that involve choice between reward options (risky
large rewards or small safe rewards), delaying or punishing
rewards, thereby biasing behavior against risky reward-seeking
behavior and toward avoidance responses (Goette et al., 2015;
Jean-Richard-Dit-Bressel and McNally, 2015; Orsini et al., 2016;
Piantadosi et al,, 2017). Conditioned suppression paradigms
have been traditionally used to decrease the occurrence
of instrumental behavior (e.g., lever pressing) while the
unconditioned aversive stimuli (e.g., footshock) is present (Estes
and Skinner, 1941). Under this procedure, animals learn to
optimally execute lever pressing when the footshock is not
present. In contrast, although based on the same principle, our
three conflict tasks are set up so that animals learn that they
must suppress prepotent defensive behaviors (learned or innate)
to face a threat and thereby obtain a reward (i.e., reward the act
of confronting threats), thereby biasing choice toward approach
behaviors despite avoidance reactions. Together, our three tasks
conform a detailed behavioral test battery useful to evaluate
conflict choice behaviors. Our test battery involves tasks that
evaluate rewarding risky behaviors based on training rats to
distinguish between safe and risky locations to execute a choice
behavior. Rats can choose between staying in a safe location to
avoid a threat or move to risky location and obtain a reward.
To obtain rewards, rats must confront threats. One of our tasks
involves extensive training to reward risky crossings, another task
involves little training to reward risky step-down behavior, and a
final task involves innate behaviors that reward risky foraging for
food. On each task, levels of conflict are manipulated differently
[each task uses different internal states of the animal (hungry or
thirsty)], and different sets of stimuli (tone, light, or context) are
used to guide conflict behaviors (Supplementary Table 1). Each
individual task provides limited information regarding effects
on conflict, but comparing them with no-conflict conditions
and control experiments isolating the different motivational
components, the results across tasks provide a comprehensive
understanding of how a pharmacological manipulation affects
conflict. We showed that all conflict behaviors in our tasks
are sensitive to DZPM, without affecting no-conflict responses
(reactive freezing responses and reward-seeking behaviors), but
other experimental manipulations may help dissociate how the

nature of the stimuli that guide conflict behaviors (learned
and/or innate) underlie distinct cortical and/or subcortical
computations in the brain.

Conflict tasks that contrast conflict against no-conflict
conditions are not common, and a conflict test battery that
comprehensively evaluates and contrasts conflict behaviors is
lacking. An advantage of our conflict test battery is that each of
the individual tasks used in this toolset allows contrasting choice
behaviors in conditions that involve conflict with those that occur
in the absence of conflict. In our conflict test battery, the conflict
against no-conflict comparison and use of discrete learned cues
allowed us to isolate the effects of experimental manipulations
on conflict behavioral responses in the same individuals (conflict
vs. no-conflict trials in the same rats) and across groups of rats
(conflict and no-conflict tests in separate groups of rats). Two
separate, recently developed, conflict tasks have also focused
on comparing of conflict vs. no-conflict conditions. One task
involves a single-trial test on a radial maze, which evaluated rats
that choose to either enter an arm in a maze that is associated
with competing appetitive and aversive continuous contextual
cues (conflict) or entering an arm that was not associated with
any cued valences (neutral) (Nguyen et al., 2015). Unlike this
task, our crossing-mediated conflict test involves discriminating
between discretely timed cues across several trials that involve
conflict from those that do not, which may be useful to record
the precise timing of changes in neuronal activity with respect
to choice behavior (choice point) where animals must commit to
suppress defensive responses (or not) to obtain food. A second
conflict task that contrasts conflict with no-conflict conditions
focused on the expression of freezing defensive response during
reward availability (conflict trials) compared to neutral trials
(no-conflict) (Burgos-Robles et al., 2017). Unlike this task,
our tasks focus on active (rather than passive) suppression
of defensive responses to obtain rewards during the conflict,
which simulates real-life challenges more readily than other
tasks (facing threats driven by foraging behavior). In addition,
contrasted with predator-based conflict models (Choi and Kim,
2010; Kimm and Choi, 2018; Walters et al., 2019), the use of
discrete conditioned signals in the crossing-mediated conflict
task allows precise timing of choice behaviors triggered by threat
and reward cues. Taken together, our behavioral test battery
(composed of our three tasks and control experiments) allow
for the separation of discrete variables controlling behavior in
a drive competition setting in the same individual (separation
of crossing behaviors that involve conflict and those that lack
conflict) or in separate groups of animals (step-down avoidance
memory and foraging behaviors mediated by conflict or lack of
conflict). Thus, our conflict test battery may represent a valuable
tool to comprehensively study the key brain mechanisms that
allow animals to seek rewards despite threats.

Diazepam During Conflict Tests

Because conflict is given by the nature of the tasks in which the
risky reward approach is pitted against safety seeking, animals
engage in both reward-seeking and threat-elicited behaviors, such
that there must be a system that balances these two competing
drives (Gray, 1982; McNaughton and Corr, 2014). Perhaps not
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as common as skewed conflict resolution behaviors (reactive
freezing, pure approach, or pure avoidance), intermediate levels
of competition between opposing drives involve optimal conflict
appraisal (Corr, 2013), which are sensitive to anxiolytic drugs
(Gray, 1977, 1982). These intermediate conflict levels take more
computational time and are reflected by risky approach behaviors
at the choice point as evaluated in this study. DZPM injection,
in all of our tasks, allowed rats to reach their goal faster (i.e.,
to obtain rewards) and with less vacillation to deliberate on the
decision to make (i.e., to confront threats). Yet, because these
two choice behaviors (goal-directed choice response and decision
after risk assessment) appear to be independent from each other,
further studies are necessary to understand how conflict elicited
by threats influences different goal-directed choice behaviors.

Our finding that DZPM facilitates confronting threats
to obtain rewards is consistent with the notion that this
benzodiazepine reduces threat-related responses in overt conflict
with reward-seeking behaviors. Previous conflict works have
shown that DZPM increases: time spent in the open arms of
elevated plus maze (Rex et al., 1996; Chaouloff et al., 1997; Dalvi
and Rodgers, 1999), time spent at the center of an open field
that includes food (Britton and Britton, 1981; Bodnoff et al.,
1989; Rex et al.,, 1996), time spent in an illuminated but not
a dark compartment (Chaouloff et al., 1997), foraging behavior
(Walters et al., 2019), as well as increased rates of punished
reward responding (Vogel et al., 1971; Paterson and Hanania,
2010) and conditioned suppression during conflict (Kilts et al.,
1981; Commissaris and Rech, 1982). Engaging in a situation that
is simultaneously threatening and rewarding leads to increased
physiological arousal (Barker et al., 2019), which may represent
an aversive signal (Dreisbach and Fischer, 2012) and thereby
induce anxiety. Thus, previous results along with our present
findings using conflict tests are consistent with the notion that
DZPM may reduce the inability to engage in reward-seeking
behaviors (reduce behavioral inhibition) possibly by reducing the
increase in arousal that is associated with conflict (“anticonflict
effect”) (Liljequist and Engel, 1984; Pericic and Pivac, 1996;
Rowlett et al., 2006), thereby allowing the individual to reach their
goal. Such anticonflict effect of DZPM on behavioral inhibition
has been theorized to represent an effect on a core component of
anxiety (Gray, 1977, 1982).

Although the anticonflict effect has been interpreted also
as anxiolytic effect (anxiety reducing) (Ljungberg et al., 1987;
Beck and Fibiger, 1995), we found that a low dose of DZPM
distinctly affects choice behavior during conflict while leaving
no-conflict behaviors intact (including anxiety-like behaviors,
locomotion, motor coordination, lever pressing, feeding and
drinking intake, or reactive freezing defensive responses). Our
findings are consistent with the notion, based on varying levels
of threat imminence (distance to threat), that conflict behaviors
are sensitive to anxiolytic drugs while no-conflict behaviors are
not (McNaughton and Corr, 2004). Urgent responses to threats
elicit reactive behaviors that are not responsive to anxiolytics,
whereas not urgent responses to threats elicit risk-assessment
behaviors that are responsive to antianxiety drugs. Our DZPM
effect exclusively on conflict contingencies suggests that this
drug reduces the probability of engaging predominant, but not

urgent, threat-related behaviors only when conflict with reward
stimuli is involved. Furthermore, this DZPM effect on conflict
behaviors may be most effective at reducing anxiety elicited by
anticipation of potential threats (anticipatory anxiety) specifically
related to the decision that emerges when confronting threats. In
our tasks, challenging rats to confront threats to obtain a reward
may induce such an anxiety core component that is triggered
by conflict behavior at the choice point and reduced by DZPM.
Thus, our findings support the idea that DZPM may have an
anticonflict effect by reducing the anxiety trigged by conflict and
highlight the possibility of dissociating anxiety related to conflict
and no-conflict choice situations.

Behavioral Strategies to Face Threats
Facing threats to obtain a reward may involve suppressing
distinct defensive response strategies in pursuit of a goal. Prior
work on suppression of defensive responses has focused on
extinction of threat, a passive process (Sotres-Bayon and Quirk,
2010). However, the passive suppression that occurs in extinction
is slow and temporary. Threat extinction can take hours to
days to reach low (preconditioning) defensive response levels.
Once defensive responses to threats have extinguished, behavioral
responses triggered by threat can readily return (relapse) with
the passage of time (spontaneous recovery), change in context
(renewal), or a harmful reminder (reinstatement) (Bouton, 2004).
This has led to the investigation of alternative approaches to study
regulation of different defensive strategies to face threats (Bravo-
Rivera and Sotres-Bayon, 2020). One option is to study the active
(rather than passive) goal-directed suppression of defensive
responses when facing threats. Novel behavioral paradigms in
animals are required to understand the neurobiology of using
rewards as incentives to face threats. Moreover, conflict work may
benefit from a detailed test battery to evaluate conflict behaviors.
In the three main tasks included in our conflict test battery, rats
must quickly suppress defensive responses triggered by threats
(conditioned or innate) to obtain a reward. Thus, our tasks
represent a useful detailed toolset to study how rats actively and
rapidly take action to confront threats in pursuit of rewards.
Humans occasionally must face threats by carrying out a
voluntary action to achieve a goal. Although such an “act of
courage” representing a goal-directed decision to face adverse
events is critical for survival and mental health, their underlying
neural circuits are barely known. Notably, a study in humans
showed that the prefrontal and the temporal lobe (including
the amygdala) are involved in voluntarily confronting fear of an
approaching snake (Nili et al., 2010). In line with this, previous
studies in humans suggest that the use of different voluntary
cognitive coping strategies to inhibit fear (e.g., reappraisal)
engage the same prefrontal-amygdala pathway and additional
structures like the striatum and hippocampus (Hartley and
Phelps, 2010). However, due to the limitations of research in
humans, these studies are not able to identify specific neural
circuits and mechanisms involved in this type of behavioral
strategy to face threats. Ongoing studies in our laboratory, using
the tasks validated here, are beginning to reveal prefrontal and
subcortical (including amygdala and striatum) brain circuits
necessary to choose to face threats when rewards are available
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during approach/avoidance conflict tests (Hernandez-Jaramillo
and Sotres-Bayon, 2018; Illescas-Huerta et al.,, 2018). Further
studies in animal models and humans are required to reveal the
neural underpinnings of the ability to use goals as incentives
to face adversities, which would explain an important facet
of human behavior and may help treat psychiatric disorders
characterized by deficits in emotional regulation.

Clinical Implications

Combining our conflict test battery with pharmacological
interventions may help find new approaches to treat mental
disorders in humans characterized by deficits in decision-
making in the face of conflicting emotional information. Our
findings in rats suggest that a single low dose of DZPM
decreases anticipatory anxiety, thereby increasing decision-
making confidence to approach goals in the face of threats during
conflict situations only. In humans, experiencing conflicting
emotions can trigger excessive anticipatory anxiety, which is
commonly accompanied by low confidence in daily decisions
(Botvinick et al., 2001; Mechias et al.,, 2010; Goette et al.,
2015; Raio et al, 2017). DZPM is one of the most widely
used anxiolytic (antianxiety) drugs used by humans. Thus, our
findings in rats are consistent with the notion that clinical use
of an acute low dose of DZPM in humans is most effective
at temporarily treating core symptoms of anxiety disorders.
We suggest that such an anxiolytic effect may be specific
to conflict-elicited anxiety and that it may act by increasing
confidence to decide in anticipation to potentially adverse
events [without altering impulsiveness (Reynolds et al., 2004)]
allowing individuals to reach goals such as social competitiveness
(van der Kooij et al, 2018) or psychotherapy treatment
(Watanabe et al., 2007).
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Supplementary Figure 1 | A low, but not a high, dose of diazepam leaves
locomotion and motricity levels intact. Two diazepam doses (1 and 2 mg/kg) were
injected in rats to evaluate effects on anxiety-like behavior and locomotion in the
open field test and motricity in the beam walking test. (A) Rats injected with either
1 mg/kg (low dose, n = 8) or 2 mg/kg (high dose, n = 9) doses of diazepam
(DZPM) showed a similar number of entries to the center of the open field test
than rats injected with saline solution (SAL, n = 17). Rats injected with a high dose
of diazepam showed decreased distance traveled in the open field test, whereas
rats injected with a low dose of diazepam showed similar distances traveled as
compared to the saline solution group. (B) Rats injected with a high dose of
diazepam (n = 8) showed increased time to arrive at the end of the walking beam,
whereas rats injected with a low dose of diazepam (n = 6) showed similar times as
compared to the saline solution group (n = 6). Error bars indicate SEM. *p < 0.05;
**p < 0.01.

Supplementary Figure 2 | Trial by trial examples of rats before and after
injections in the crossing-mediated conflict task. (A) Before the injection (pre-test)
saline- (SAL: Rat #1, Rat #2, and Rat#3) and diazepam-treated (DZPM: Rat #4,
Rat #5, and Rat #6) rats showed similarly high crossing latencies (s) (top) and
hesitation events (bottom) during the Conflict trials (black) and similarly low
latencies (s) (top) and hesitation events (bottom) during the No-conflict trials
(green). (B) Notice that after injection (Test), the diazepam-treated rats dramatically
reduced crossing latencies (top) and abolished the expression of hesitation events
(bottom) during conflict conditions without affecting No-conflict trials, whereas the
performance of the saline-treated rats is similar to pre-test.

Supplementary Table 1 | Conflict test battery. Stimuli, conditions, and apparatus
used for each of the individual conflict tasks. Together these tasks constitute the
behavioral test battery to study how animals confront threats to pursue rewards. In
the crossing-mediated conflict task, hungry rats guided by learned aversive and
appetitive cues (in a multi trial two-way straight alley), choose to seek sucrose
pellets despite the threat. In the step-down mediated conflict task, thirsty rats
guided by a learned aversive stimulus and an innate appetitive stimulus (in a single
trial one-way chamber), choose to seek sweetened water despite the threat. In the
foraging-mediated conflict task, hungry rats guided by innate aversive and
appetitive stumuli (in an open field arena), choose to seek sucrose pellets

despite the threat.
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