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Resumen

El Contraste Negativo Sucesivo (CNS) es un fendmeno que se expresa como un
deterioro de la respuesta comportamental, en sujetos que han sido expuestos a una
devaluacion significativa de una recompensa apetitiva. Ha sido utilizado durante
décadas para estudiar la relatividad de la recompensa, el efecto de la pérdida
sorpresiva de un incentivo esperado y la respuesta de frustracion. En paradigmas
similares, esta devaluacion lleva a la aparicion de comportamientos relacionados al
estrées y la ansiedad. Particularmente, el CNS instrumental (CNSi) implica un
deterioro transitorio del comportamiento anticipatorio en tareas en las que los sujetos
deben realizar una respuesta para obtener un refuerzo. En esta Tesis, utilizando un
modelo experimental en ratas, se evaluaron distintos pardmetros que modulan este
fendmeno (expectativa, discrepancia entre lo obtenido y lo esperado, y esfuerzo de
respuesta) para obtener una expresion robusta del efecto de CNSi, que
posteriormente fue utilizado para estudiar sus bases neurales. Para ello, se utilizaron
dos técnicas: (i) Inmunohistoquimica de c-Fos de la corteza prefrontal medial
(CPFm) en ratas que recibieron una devaluacion de alimento solido. Se observé un
aumento en la actividad de la corteza cingulada anterior en sujetos devaluados, en
comparacion con sujetos no devaluados. (ii) Registros electrofisiolégicos en la
CPFm durante un protocolo de CNS en ratas con cabeza fija que recibieron una
devaluacién de soluciones azucaradas. Se observo un aumento en la tasa de disparo
de las neuronas piramidales tras la devaluacion y cambios en su patron de respuesta.
Globalmente, los resultados indicaron que el fendmeno de CNSi requiere de un
nimero minimo de ensayos pre-cambio, asi como también que la discrepancia entre
lo esperado y lo obtenido debe superar un cierto umbral. Por Gltimo, la CPFm parece

cumplir un papel importante en este paradigma.

Palabras clave: Devaluacién de una recompensa, Relatividad de la recompensa,

Frustracion, Corteza prefrontal medial



Abstract

Learning and emotional regulation of behavior: Neural and behavioral bases

of surprising changes in reward

Succesive Negative Contrast (SNC) is a phenomenon expressed as a deterioration in
behavioral response in subjects exposed to a significant devaluation of an appetitive
reward. For decades, this phenomenon has been used to study reward relativity, the
effect of unexpected loss, and the response to frustration. In similar paradigms, this
devaluation leads to the emergence of behaviors related to stress and anxiety.
Specifically, instrumental SNC (iSNC) involves a transient deterioration of
anticipatory behavior in tasks where subjects must make a response to obtain
reinforcement. This Thesis evaluated various parameters in rats that modulate this
phenomenon (expectation, discrepancy between received and expected outcomes,
and response effort) to produce an iISNC effect, which was subsequently used to
study its neural bases. Two techniques were used for this purpose: (i) c-Fos
immunohistochemistry of the medial prefrontal cortex (mPFC) in rats that received
a devaluation of solid food. An increase in anterior cingulate cortex activity was
observed in devalued subjects compared to non-devalued ones. (ii)
Electrophysiological recordings in the mPFC during an iISNC protocol in head-fixed
rats that received a devaluation of sucrose solutions. As a result, an increase in the
firing rate of pyramidal neurons and changes in their response patterns were observed
following devaluation. The results globally indicated that the iSNC phenomenon
requires a minimum number of pre-shift trials, and that the discrepancy between
expected and obtained rewards must exceed a certain threshold. Finally, the mPFC

appears to play a significant role in this paradigm.

Keywords: Reward devaluation, Reward relativity, Frustration response, Medial

prefrontal cortex.
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Capitulo 1

Introduccion y Consideraciones Generales



1.1 Consideraciones teoricas generales del aprendizaje y la evolucion del
comportamiento

El aprendizaje es el proceso de adquisicion de nueva informacion (externa y/o
interna) que produce un cambio en el comportamiento animal. Por lo tanto, es uno
de los procesos bioldgicos mas importantes que facilitan la adaptacion de los
individuos al ambiente. Segun Domjan (2007), las especies vuelven incluso méas
eficientes las funciones bioldgicas necesarias para la supervivencia a partir del
aprendizaje (e.g., el caso de la reproduccién o la busqueda de fuentes de alimento).

Dentro de esta definicion de aprendizaje, podemos encontrar al aprendizaje
asociativo. Existe un consenso que indica que el aprendizaje asociativo implica
“adquisicion, almacenamiento y recuperacion de informacion acerca de eventos que
ocurrieron con cierta contigiiidad temporal o espacial” (Papini, 2002). Este
fendbmeno suele estudiarse utilizando, por ejemplo, procedimientos de
condicionamiento operante, que se centra en la asociacion entre un comportamiento
y sus consecuencias. En todas las situaciones de condicionamiento operante, un
comportamiento ejecutado por el sujeto es seguido por la ocurrencia de un evento
particular en el ambiente. En general, se considera entonces que ese comportamiento
esta de alguna manera reforzado. Se denomina refuerzo o reforzador a cualquier
evento que modifica la probabilidad de la ocurrencia de un determinado
comportamiento, siempre que ocurra de manera contingente. De esta forma, se
pueden dividir las consecuencias de la respuesta comportamental, entre recompensas
(refuerzos que aumentan la probabilidad de suceso de una accién) o castigos
(refuerzos que disminuyen la probabilidad del comportamiento) (Kazdin, 2012).

A su vez, el valor de un estimulo es una dimensién continua que va desde lo
apetitivo (agradable - positivo) hasta lo aversivo (desagradable - negativo), pasando
por un valor neutro. Este caracter dimensional, adicionalmente, implica que dos
estimulos, aun siendo ambos agradables, pueden variar en su valor. Por lo tanto, la
fuerza de asociacion entre la respuesta y su consecuencia estara afectada por esta
propiedad. Experimentalmente, la nocion de valor del estimulo puede observarse
evaluando la robustez de la respuesta de acuerdo a parametros como frecuencia o
intensidad de la conducta. Ciertos refuerzos produciran un nivel de respuesta mayor
a otros. Asimismo, el valor de un incentivo puede verse reflejado en la conducta de

eleccion, es decir, la preferencia entre estimulos apetitivos (Williams, 1994).



Thorndike (1898) fue uno de los pioneros en el estudio experimental de estos
procesos de aprendizaje y condicionamiento. Su trabajo se basoé en el estudio
experimental de la conducta en diversas especies. Para esto utilizd gatos, perros o
pollos que colocaba en “cajas problema” de las que tenian que escapar realizando
algun tipo de accion (para estos individuos, escapar era un resultado deseable). Los
sujetos, ademas, eran recompensados con alimento luego de resolver la tarea y
escapar. De esta manera, segun Thorndike, se “imprimian” en el sistema nervioso
aquellas conductas que permitian la salida de la caja problema, es decir que
resultaban gratificantes. Por este tipo de asociacion entre la conducta de escape y el
valor positivo de las consecuencias, los animales lograban perfeccionar la resolucion
de las cajas problema y cada vez demoraban menos tiempo en escapar. Estos
resultados parecen demostrar empiricamente cdmo muchos de nuestros actos se
producen, se mantienen o desaparecen en funcion de las consecuencias que han
tenido en el pasado reciente. En base a estos experimentos, identific una serie de
regularidades, que definié como leyes, y que buscan explicar distintas caracteristicas
de este tipo de aprendizaje. Una de las principales leyes es la denominada “Ley del
Efecto” que plantea que, entre las diversas respuestas emitidas en un mismo contexto,
aquellas que van acompafiadas o seguidas inmediatamente por satisfaccion para el
animal quedarén, al igual del resto de los factores, mas firmemente conectadas con
esa situacion. De este modo, cuando esta se repita, serd mas probable que también se
repitan tales respuestas. De la misma manera, aquellas respuestas que van
acompafiadas o seguidas inmediatamente por molestias para el animal, se veran
debilitadas de tal manera que sera menos probable que se repitan. Cuanto mayor sea
la satisfaccion o la molestia, mayor seré el efecto del fortalecimiento o debilitamiento
de la conexidn entre la respuesta y esa situacion.

Este tipo de definiciones contemplan la contingencia de estimulos y respuestas,
que favorecen el aumento o disminucion de la fuerza asociativa que promueve 0
disminuye la probabilidad de ejecucion de una respuesta particular. Existen otros
modelos que, ademas, proponen que la sorpresividad en la aparicién de los estimulos
puede modular la fuerza asociativa de los eventos. Por ejemplo, el modelo de
Rescorla y Wagner (1972) se basa en la idea de que el aprendizaje es impulsado por
el error de prediccion, es decir, la diferencia entre lo que se espera que suceda y lo
que realmente ocurre. Segun este modelo, un estimulo sorpresivamente mayor a lo

esperado es la base del condicionamiento excitatorio o de los incrementos del valor



asociativo, mientras que un estimulo inesperadamente menor, es la base del
condicionamiento inhibitorio o de las disminuciones en el valor asociativo (Domjan,
2007). De esta manera, se contempla la posibilidad de que la modificacion de la
aparicion de los estimulos, no s6lo en términos de presencia-ausencia, sino también
en magnitud modifique la probabilidad de aparicion o de intensidad de una respuesta
comportamental.

A su vez, los fendmenos de aprendizaje no son solamente mecénicos, sino que
estan vinculados a procesos evolutivos de seleccidn, que permiten el desarrollo de
habilidades cognitivas que atraviesan especies. Tal es asi, que se pueden encontrar
patrones de comportamiento similares en grupos filogenéticamente distantes, y por
esto, su estudio en el marco evolutivo, aporta cémo las capacidades cognitivas han
evolucionado para resolver problemas especificos de supervivencia y reproduccion,
integrando la teoria psicoldgica con los principios de la ecologia y la evolucién
(Shettleworth, 2001).

En esta Tesis se utilizaran estas definiciones previas para entender el cambio
comportamental que realizan los mamiferos ante una disminucion sorpresiva de una

recompensa esperada, en situaciones donde la Ley del Efecto no se cumple.

1.2 Efectos del cambio sorpresivo del reforzamiento: Fendmenos

paraddjicos del reforzamiento y Contraste Negativo Sucesivo (CNS)

Si una conducta reforzada positivamente aumenta su probabilidad de emisién, la
omisién del refuerzo deberia producir el efecto contrario, una disminucién de la
probabilidad de aparicion de una respuesta. Este tipo de procesos en los cuales se
elimina un refuerzo se denominan de extincion. EI cambio conductual que ocurre
durante la extincién de una respuesta instrumental es opuesto a lo que se observa
durante la adquisicién de dicha conducta.

Existen situaciones en las que la extincion no se da de acuerdo a lo esperado
en base a la Ley del Efecto y los principios derivados de ella, y que son por lo tanto
denominados Fendmenos Paraddjicos del Reforzamiento (Amsel, 1992). Esta
denominacién se basa en que dichos fendmenos no pueden explicarse segun las
teorias clasicas del aprendizaje, que utilizan modelos lineales para entender las
variaciones conductuales en la adquisicion y la extincion. Por ejemplo, Hull (1943)

predice que en la fase posterior al cambio de reforzamiento, los sujetos disminuirian



progresivamente su rendimiento a lo largo de los ensayos. Esto coincide con la Ley
del Efecto propuesta por Thorndike, que indica que la respuesta que puede ejecutar
un sujeto es directamente proporcional a la magnitud del reforzador recibido (es
decir, ante un reforzador de alto valor, la respuesta instrumental ser4 mayor que la
respuesta asociada a un reforzador de menor valor). Precisamente, los fendbmenos
paraddjicos no se expresan segun estas reglas.

Abram Amsel (1922-2006) disefidé experimentos usando un aparato conocido
como double runway (corredor recto doble) y describié con claridad estos fendmenos
paraddgjicos. Este tipo de aparatos consisten, al igual que el runway o corredor recto,
en un dispositivo experimental que consta en un pasillo en cuyos extremos se ubican
un compartimiento de salida y un compartimiento de llegada. EI compartimiento de
llegada o0 caja meta, generalmente contiene un comedero con la recompensa
(usualmente alimento s6lido). Se mide el tiempo que tarda el animal en recorrer el
pasillo. Amsel utilizé este aparato para medir la respuesta de sujetos expuestos a
distintos esquemas de reforzamiento: reforzamiento continuo (cuando al final de
cada ensayo el sujeto siempre recibia una recompensa) o reforzamiento parcial
(cuando la recompensa se entregaba de manera intermitente, incluyendo algunos
ensayos no reforzados). Una vez adquirida la respuesta instrumental, los sujetos eran
expuestos a un procedimiento de extincién, donde se omitia la presencia del
reforzador. Lo que observd fue que las ratas mostraban mayor resistencia a la
extincién cuando habian sido entrenadas con reforzamiento parcial, en comparacion
con las entrenadas bajo refuerzo continuo (fenémeno denominado Efecto del
Reforzamiento Parcial en la extincion). Este efecto fue explicado por medio de la
Teoria de la Frustracion (Amsel, 1958, 1992). Segun esta teoria, la omision
sorpresiva del refuerzo que ocurria en la mitad de los ensayos, al inicio de la fase de
adquisicion producia una reaccion emocional incondicionada Ilamada frustracion
primaria. Luego se producia, en los siguientes ensayos, un conflicto de
acercamiento-alejamiento que enlentecia la respuesta en el runway con respecto a los
animales de la condicion refuerzo continuo. Adicionalmente, se observaban
conductas de naturaleza emocional, como la defecacién y la miccion dentro del
corredor recto, o la agresion hacia el entrenador. Este conjunto de conductas se
interpretan como una respuesta anticipatoria, denominada frustracion secundaria. La
frustracién secundaria aparecia como la anticipacion a la posible ausencia del

reforzador. Finalmente, segun la teoria, se produce un efecto de



contracondicionamiento, en el que se condiciona esta frustracion secundaria con el
estimulo apetitivo, lo que provoca una persistencia en la conducta. Los animales que
reciben refuerzo parcial y los que reciben refuerzo continuo durante los ensayos de
adquisicion, se diferencian en que unos han pasado por un proceso de
contracondicionamiento de la frustracion previo y los otros no. Esta diferencia seria
la responsable de la extincidn mas rapida con refuerzo continuo que con refuerzo
parcial. Mediante estas mismas ideas, es posible explicar los otros fendmenos
paradojicos del reforzamiento, como el Efecto de la Magnitud del reforzamiento en
la extincion y el Efecto de Sobreentrenamiento en la extincion. El Efecto de la
Magnitud del reforzamiento en la extincion, se refiere al hecho de que la respuesta
instrumental disminuye con mas rapidez en extincion posterior a la experiencia con
un reforzador de mayor valor en comparacion con uno de menor valor. Mientras que
el Efecto de Sobreentrenamiento en la extincion indica que entre mas entrenamiento
se proporcione con ese incentivo (e.g, un mayor numero de ensayos reforzados), mas
rapida sera la extincion de la respuesta (e.g., Ishida & Papini, 1997) (Figura 1.1).
Este efecto se explica como un efecto derivado de la expectativa. Un mayor nimero
de ensayos reforzados implican una mayor certeza y una expectativa mas grande de
recibir un refuerzo. Los procesos emocionales descriptos en la teoria de la frustracion
ocurren por la violacion de una expectativa, por lo que mientras mayor sea esa

expectativa mayor sera la frustracion.

Extincion

Adquisicién

Efecto del Refor=amiento Parcial en la Extincion

=== Reforzamiento Parcial
= Reforzamiento Continuo

Efecto de la magnitud del Refiterzo en la Extincio

Refuerzo Pequeiio
—— Refuerzo Grande

Tiempo de Recorrido

Ensayos

Figura 1.1. Representacion idealizada de los fendmenos de Reforzamiento Parcial

y de Magnitud del Refuerzo en la extincion.



Otro caso de efecto paradojico del reforzamiento se da cuando se reduce de
forma sorpresiva el monto o la calidad de una recompensa. El fenémeno que surge
en este tipo de situacion se denomina efecto de Contraste Negativo Sucesivo (CNS).
Al igual que Amsel, Crespi (1942) utiliz6 un corredor recto en el que dos grupos de
animales recibieron sesiones de entrenamiento de adquisicion con refuerzo continuo.
En esta fase del experimento, uno de los grupos recibi6 un refuerzo grande y el otro
un refuerzo pequefio. Aqui observo que la velocidad de los animales era mayor
cuanto mayor era la recompensa. A continuacion, redujo de manera inesperada la
recompensa en el grupo que recibia el monto mayor, de modo que ahora ambos
grupos recibian el mismo refuerzo. Observé entonces que la velocidad de los
animales que sufrieron la devaluacion cayd por debajo de la de los animales que
siempre recibieron el refuerzo bajo. Con el transcurso de los ensayos ambos grupos
terminaron mostrando el mismo desempefio. Estos resultados también pueden ser
explicados por la Teoria de la Frustracion. La devaluacién de un incentivo, al igual
que la omision de la recompensa en el refuerzo parcial, produce una respuesta
emocional de Frustracion Primaria, que posteriormente producira una respuesta
anticipatoria de Frustracion Secundaria. Asi, el efecto de CNS, es decir el deterioro
de la respuesta instrumental, se produce como resultado de un conflicto de
acercamiento-alejamiento. La Frustracién Secundaria evoca respuestas de
alejamiento que entran en conflicto con el impulso de acercamiento producido por la
recompensa (que si bien ha sufrido una devaluacion continda siendo un estimulo
apetitivo). Este fendmeno es transitorio, dado que los continuos emparejamientos de
la Frustracion Secundaria y el refuerzo, producen el Contracondicionamiento de la
frustracion (Flaherty, 1996; Papini, 2003). Es importante resaltar que para que el
fendmeno de CNS aparezca, el grado de disparidad entre las magnitudes o cualidades
de la recompensa antes y después de la devaluacion, debe alcanzar un umbral
minimo. Asi, aunque un animal puede ser capaz de detectar la diferencia entre dos
valores de incentivo, la discrepancia en una situacion de reduccion de recompensa
puede no ser suficiente para producir una respuesta de frustraciéon (Di Lollo & Beez,
1966; Gonzalez et al., 1962; Papini & Pellegrini, 2006).

Existen distintos procedimientos utilizados para estudiar el efecto de la
degradacion sorpresiva de la recompensa. Los procedimientos mas comunes son

conocidos como Contraste Negativos Sucesivo consumatorio (CNSc) y Contraste
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Negativos Sucesivo instrumental (CNSi), y consisten operacionalmente en dos
etapas: pre-cambio (etapa de adquisicion) y post-cambio (etapa en la que se devalla
sorpresivamente la recompensa apetitiva).

El procedimiento tipico de CNS consumatorio (CNSc) consiste en ensayos
diarios de 5 minutos en el que se coloca a los animales en una caja de
condicionamiento con un bebedero. En la condicion experimental el bebedero, en la
fase pre-cambio, contiene una solucién de sacarosa al 32% (condicion de alto valor
de incentivo) que se intercambia por una solucion al 4% en la fase post-cambio. Se
compara entonces el consumo de la solucion de sacarosa de los animales
experimentales en la fase post-cambio con los sujetos control, cuyo bebedero
siempre contiene solucion al 4% (Flaherty, 1996). El resultado observado
tipicamente en estas condiciones es que los animales experimentales consumen
menos solucion azucarada 4% que los controles durante los primeros ensayos de la
fase post-cambio y, hacia el final del entrenamiento, el consumo de ambos grupos se
equipara.

Por otro lado, cuando la variable que se mide es el desempefio del animal en
una tarea operante, hablamos de CNS instrumental (CNSi). En este caso, se suele
utilizar un corredor recto (e.g., Crespi, 1942), y se mide el tiempo que tarda el animal
en recorrerlo. Los animales experimentales, tipicamente muestran una adquisicién
mas rapida de la respuesta instrumental que los controles durante la fase pre-cambio
(cuando los experimentales reciben una recompensa de mayor valor), mientras que
en la fase post-cambio, a partir del segundo ensayo se comienza a observar un
deterioro de la respuesta instrumental en el grupo experimental, con un desempefio
por debajo de la respuesta del grupo control (a pesar de que ambos grupos en esta
etapa estan recibiendo exactamente la misma recompensa) (Crespi, 1942). Una
diferencia importante entre ambos procedimientos consiste en que, en el caso del
CNSi, los efectos se producen como una respuesta anticipatoria. Los animales
incrementan el tiempo de recorrido como consecuencia de la devaluacion sufrida en
los ensayos anteriores, es decir que el efecto de CNSi s6lo podria empezar a
observarse a partir del segundo ensayo posterior a la devaluacion. En cambio, el
efecto de CNSc es una reaccion inmediata a la devaluacion de la recompensa y el
efecto se observa desde el primer ensayo post cambio (que suele ser el pico del

efecto).
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En resumen, la Teoria de la Frustracion explica cada uno de los efectos
paraddjicos del reforzamiento descritos en esta seccion como resultado de la
aparicion de emociones de valencia negativa. En el CNS, la frustracion produce un
cambio brusco de la estrategia comportamental, en un ambiente cuyas claves
contextuales predicen un refuerzo de alto valor que difiere del obtenido finalmente.
Este fendmeno involucra ademas otras funciones psicologicas relacionadas con sus
respectivos sustratos neurales. Los animales deben evaluar diversas caracteristicas
de los refuerzos, comparar los distintos valores de estos y actuar en funcion de esas
diferencias (Flaherty, 1996). A su vez, en la fase post-cambio ocurren dos tipos
distintos de aprendizaje que involucran potencialmente distintos sistemas de
memoria. Los sucesivos ensayos reforzados con el refuerzo pequefio induciran una
actualizacion de la expectativa. Es decir, una actualizacion de la asociacion entre el
contexto, antes asociado a un refuerzo grande, con el refuerzo ahora pequefio. A este
aprendizaje de asociacion refuerzo-contexto se lo considera de tipo “alocéntrico”,
dado que se refiere al entorno del sujeto. Los procesos de frustracién primaria y
luego contracondicionamiento, en cambio, son de tipo “egocéntrico”, ya que el

organismo aprende algo sobre si mismo y su estado emocional (Papini, 2003).

1.3 Estudio de las emociones en las ciencias del comportamiento y en el
CNS

Las emociones han sido objeto de estudio en todas las ciencias del comportamiento,
dada su relevancia en la modificacion de la conducta y en su valor adaptativo,
generando un interés particular dentro de la psicologia experimental comparada.
Anderson & Adolph (2014) definen las emociones como aquellos estados cerebrales
internos que son desencadenados por estimulos intrinsecos o extrinsecos especificos
(por ejemplo, una amenaza directamente percibida o un recuerdo de esa amenaza).
Estos estados impulsan comportamientos  caracteristicos  conservados
filogenéticamente que duran mas que la presencia de los estimulos y que
generalmente son observables. Histéricamente, los estados emocionales se han
clasificado segun su valencia e intensidad (Russell, 1980). La valencia puede ser
positiva cuando la emocién se percibe como agradable para el sujeto, o negativa
cuando se habla de estados desagradables como el miedo, la ira o la tristeza

(Friedrickson, 1998; Russel, 1980). En cuanto a sus bases neurales, el sistema
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limbico (que comprende una variedad de estructuras que incluyen areas corticales,
taldmicas e hipotalamicas, asi como el complejo amigdalino, el nicleo accumbens y
el hipocampo), ha sido considerado clasicamente el mediador central de los procesos
emocionales. Redes especificas dentro de estas areas tienen la capacidad de codificar
estimulos de valencia especifica (Gore, 2015; Redondo, 2014). Por ejemplo, se ha
encontrado que dentro de la amigdala existen circuitos especificos que muestran
activacion diferencial ante estimulos que predicen la aparicion de eventos de valencia
negativa o positiva (O’Neill et al 2018). A su vez, pueden codificar la intensidad del
estimulo (Anderson et al., 2003; Small et al., 2003).

Existen una serie muy amplia de investigaciones con multiples niveles de
andlisis (comportamental, fisiolégico, farmacoldgico y neurocomportamental) que
respaldan la idea propuesta en la Teoria de la Frustracion de que el CNS es un efecto
derivado de una respuesta emocional de valencia negativa. Por ejemplo, Tinklepaugh
(1928), realiz6 un experimento en el que monos (Macacus cynomologos) miraban
cdmo un experimentador colocaba una banana debajo de una taza y luego descubrian
que en realidad debajo habia lechuga (en el intervalo de retencion, el investigador
cambiaba el refuerzo para estudiar las representaciones de los estimulos que hacia
esa especie). Los animales miraban la lechuga, pero no la aceptaban, y comenzaban
a buscar la banana en la cercania de la taza, como asi también vocalizaban de manera
agresiva. A su vez, se ha observado que la devaluacion de una recompensa en un
protocolo de CNSc, provoca en ratas un aumento de conductas como locomocion,
rearing o exploracion vertical (pararse en las dos patas traseras) y una disminucion
de los eventos de acercamiento al comedero (Pellegrini & Mustaca, 2000). Estos
comportamientos son interpretados como un aumento de la conducta de escape, que
segun la Teoria de la Frustracidn, se presenta como una expresion de la aversividad
del contexto donde se experimentd la degradacion del incentivo. En este sentido,
Daly (1974) observo que las ratas aprendieron a escapar de estimulos previamente
emparejados con omisiones de recompensa, 1o que demostraria que perciben la
omision de la recompensa como un evento aversivo.

A su vez, Flaherty et al. (1985) encontraron que, luego de la devaluacion de
una recompensa de solucion azucarada, aumentaba el nivel de corticosterona en
sangre en el segundo dia luego de la devaluacion. La corticosterona es un
glucocorticoide, asociado a la respuesta de estrés. Se espera que los sujetos que

experimentan algun tipo de estrés, incluyendo dolor, novedad y sefiales de estimulos
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aversivos, presenten niveles aumentados de esta hormona. Por otra parte, la
administracion sistémica de corticosterona durante la fase post-cambio, aumenta el
efecto de CNSc (Bentosela et al., 2006). Al mismo tiempo, se observo que los niveles
de ACTH (adrenocorticotrofina; hormona que se libera ante situaciones de estrés o
en presencia de estimulos aversivos) también se elevaron después de la primera y
segunda sesion de devaluacion de sacarosa del 32% al 4% (Pecoraro et al., 2009).
Ademas, las ratas expuestas a la devaluacion de la recompensa también mostraron
un aumento en la temperatura corporal (dependiente de niveles altos de
corticosterona); este cambio se atenu6 mediante una adrenalectomia (Pecoraro et al.,
2007).

Por otra parte, el CNSc y el CNSi se reducen o eliminan con la administracion
aguda de ansioliticos benzodiacepinicos, como el clordiazep6xido, midazolam,
flurazepam y diazepam (Becker, 1986; Flaherty et. al 1996; Liao & Chuang, 2003;
Mustaca et al.,, 2000; Ortega et al., 2014). El hecho de que este grupo de
psicofarmacos reduzca o elimine los efectos de CNS sugiere que es necesaria una
respuesta emocional negativa o de estrés para que ocurra el efecto. De forma similar,
se ha encontrado que el etanol también reduce el CNSc cuando se administra antes
de la segunda sesion de devaluacion (Becker & Flaherty, 1982). A su vez, se ha
encontrado que los sujetos aumentan su preferencia por la ingesta de etanol luego de
la devaluacion de la recompensa, lo cual ha sido propuesto como un modelo de
automedicacion (Manzo et al., 2015). De la misma manera, las ratas prefieren una
solucion de clordiazepoxido (un farmaco ansiolitico) en el periodo posterior a la
devaluacién de la recompensa (Manzo et al., 2015).

Elliott (1928) plante6 que el deterioro en el desempefio en el corredor recto,
luego del cambio de reforzador a un tipo menos preferido, se podia deber a dos
motivos: (1) “un trastorno emocional de algtin tipo” y/o (2) aparicion de conductas
de busqueda del reforzador previo. Es decir, que el efecto de CNS podria deberse a
la aparicion de conductas que compitan con el consumo de solucion (en el caso del
CNSc) o con alcanzar el compartimiento meta (en el caso del CNSi). Asi, ésta seria
una explicaciéon alternativa que no involucra necesariamente una respuesta
emocional. Flaherty et al. (1978), intentaron probar las hipotesis de Elliott utilizando
el paradigma de CNSc en un open field o campo abierto. Para esto, se entreno a los
sujetos en el open field con un bebedero que contenia una solucién de sacarosa de

32% que fue devaluada al 4%. ElI cambio estuvo acompafiado a su vez por la
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introduccion de cuatro nuevos bebederos con la solucion de 4%. Los resultados
indicaron que los animales del grupo experimental (los devaluados): (i) tenian
significativamente menos probabilidad de probar de un nuevo bebedero en
comparacion con el grupo control (que siempre recibieron la solucion del 4%), y (ii)
mostraban ademas mayor actividad locomotora y mayor rearing. Los autores
discutieron que, si la hipotesis de basqueda fuera cierta, las ratas experimentales se
hubieran acercado méas veces a los bebederos, esperando encontrar la recompensa
anterior, lo que no sucedid. A su vez, se ha observado que la disminucion del
consumo de una solucion de sacarosa luego del cambio se expresa en animales con
restriccion de movimiento (LOpez Seal et al., 2013), lo cual es una evidencia
adicional de que la disminucion del consumo luego de la devaluacion no esta
relacionada al aumento de otras conductas competidoras.

Por otro lado, en el caso del CNSc se ha estudiado el comportamiento social
luego de la devaluacion de una recompensa y se ha encontrado que si los sujetos
experimentales son expuestos a un conespecifico expresan patrones
comportamentales de sumision y de pérdida de dominancia (Mustaca et al., 2000). A
su vez, en otros estudios utilizando procedimientos instrumentales se hallé que los
animales respondian con mayor agresividad cuando eran expuestos a la omision o
decremento de reforzadores, distinto a lo que sucede en el CNSc (Mustaca, 2018).
Estas disociaciones entre los procedimientos consumatorios e instrumentales se
observo en otros fendmenos paradojicos del reforzamiento (Mustaca et al., 2009). Al
mismo tiempo, se ha encontrado en roedores, de forma similar a lo que sucede en
primates, que las omisiones de recompensa pueden provocar vocalizaciones -de baja
frecuencia- (que estan vinculadas a estados emocionales negativos), lo que sugiere
gue esa experiencia es emocionalmente negativa (Amsel et al., 1977; Binkley et al.,
2014).

En resumen, si bien no existe una variable puntual o un resultado experimental
en particular que demuestre que el efecto de CNS es resultado de la activacion
emocional, si existen multiples observaciones que van en este sentido (Dudley &
Papini, 1996; Papini, 2014).
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Figura 1.2. Graficos idealizados de los efectos comportamentales de la devaluacién sorpresiva
de una recompensa. A la derecha se observa una respuesta tipica de Contraste Negativo Sucesivo
instrumental. En el centro se muestra una respuesta tipica de Contraste Negativo Sucesivo
consumatorio. A la izquierda se observa una respuesta de ajuste a la nueva recompensa sin efecto

de contraste. B=Refuerzo bajo. A=Refuerzo alto.

1.4 Analisis comparado del CNS

Una de las caracteristicas mas importantes del fendmeno de CNS es su aparicion
aparentemente reciente en la historia filogenética, ya que parece ser un efecto
exclusivo de mamiferos. Estudios en peces, anfibios y reptiles indican que un cambio
sorpresivo de recompensa grande a una pequeria es seguido por un ajuste gradual del
desempefio (Figura 1.2, izquierda), por lo que no se evidencia el CNS (ver por
ejemplo, Lowes & Bitterman 1967; Muzio et al., 2011; Papini, 1997; Papini et al.,
1995). Es decir, muestran un ajuste que sigue una regla simple de fortalecimiento-
debilitamiento de la respuesta con relacion al refuerzo. En estos grupos de animales
se observa solo el efecto alocéntrico del aprendizaje (Papini, 2003) luego del cambio
en el refuerzo, por lo que se ajusta el comportamiento de acuerdo a la actualizacién
del nuevo incentivo, pero no se presentan los efectos egocéntricos que si se observan
en mamiferos y provocan el deterioro tipico de la respuesta de CNS.

Estudios con peces, anfibios y reptiles de otros fendmenos paradojicos han
mostrado resultados en esta linea. Al igual que ocurre en mamiferos, durante la
adquisicion estos grupos de animales incrementan su respuesta en funcion de la
magnitud de reforzamiento. También se verifica una mayor respuesta con
reforzamiento continuo en comparacion con reforzamiento parcial. Sin embargo, en
la extincion luego de una adquisicion con un mayor refuerzo o con refuerzo parcial,

peces, anfibios y reptiles parecen diferir de los mamiferos. Por ejemplo, la extincion
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es mas rapida despues de reforzamiento parcial que después de reforzamiento
continuo, y mas rapida luego de un entrenamiento con reforzamientos pequefios que
después de un entrenamiento con magnitudes grandes. Ademas, no se observan
cambios en la conducta cuando la magnitud o calidad de reforzamiento es
disminuida. Esta descripcion es valida para peces (Couvillon & Bitterman, 1985;
Gonzalez et al., 1962; Longo & Bitterman, 1960; Lowes & Bitterrnan, 1967; Schutz
& Bitterman, 1969), sapos (Muzio et al.; 1992, 1994, 2006; Papini et al., 1995;
Puddington et al., 2018), tortugas (Ishida & Papini, 1993; Papini & Ishida, 1994) e
iguanas (Graf, 1972).

Los mecanismos de frustracion podrian haber evolucionado en los mamiferos
a partir de mecanismos de condicionamiento del miedo (Papini, 2003). Estos
mecanismos permiten a los organismos adaptarse a cambios inesperados en su
ambiente, aumentando su capacidad para enfrentar situaciones adversas y ajustar su
conducta a un entorno cambiante. El efecto de CNS que se estudia en condiciones
controladas en un laboratorio, podria estar reflejando un mecanismo psicolégico de
alto valor adaptativo, que en condiciones naturales, permite a los animales una mayor
flexibilidad comportamental. En lugar de persistir en una conducta que solia ser muy
efectiva, la frustracion induciria un cambio brusco de la respuesta, lo que permite la
emergencia de nuevas estrategias.

Estudios comparados en términos ontogenéticos mostraron que en ratas
jévenes hay una disociacion temporal en la manifestacion de fenémenos paradojicos.
Ratas de 15 dias de edad presentan evidencia del efecto del refuerzo parcial en la
extincion, pero no presentan efecto de contraste, que solo aparece a partir de los 24-
25 dias de edad (Amsel, 1992). Estudios méas recientes demostraron que desde al
menos los 8 dias post nacimiento, las ratas son capaces de discriminar entre
diferentes concentraciones de sacarosa, prefiriendo la solucion de mayor
concentracion, y hasta la segunda semana de vida los sujetos no muestran efecto de
contraste luego de una devaluacion sorpresiva (Suarez et al., 2012). A su vez, en ese
mismo trabajo se comprobd que las ratas de hasta 16 dias post nacimiento tampoco
expresan el efecto de la magnitud del refuerzo en la extincion (Suarez et al 2012).

En los mamiferos, la Corteza Prefrontal (CPF) ejerce un control modulatorio
(Top-Down) de estructuras subcorticales y de otras estructuras corticales. Esta
funcion es, en cierto sentido una caracteristica distintiva de los mamiferos. En ratas,

la maduracion postnatal de la CPF se da de forma progresiva, de modo que ésta
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adquiere funciones de forma gradual (Yang & Tseng, 2021). Asi, los mencionados
estudios comparados, tanto a nivel filogenético como a nivel ontogenético, enfatizan
la necesidad de entender el funcionamiento de la CPF en tareas de CNS como un

fendmeno paradojico del reforzamiento.

1.5 Expectativa, motivacion y esfuerzo de respuesta en el CNS

El efecto de la manipulacion de distintos parametros de entrenamiento sobre el
aprendizaje ha sido motivo de estudio a lo largo de la historia de las ciencias del
comportamiento, incluyendo la psicologia experimental y las neurociencias. Hasta el
momento, en el CNSi no ha sido estudiado exhaustivamente cudles son las
condiciones minimas necesarias para ser capaz de observar el efecto. La
manipulacion sistematica de distintas condiciones de entrenamiento ademas, permite
comprender mejor aspectos psicologicos del fendmeno como son la expectativa, la
motivacion y la valoracion relativa de un incentivo.

Para que ocurra el efecto de CNS es critico que los sujetos formen una
expectativa de recibir un reforzador de alto valor. En este caso, el término expectativa
describe el fendbmeno interno que sucede en un organismo cuando repetidamente es
expuesto a las mismas condiciones y se enfrenta a claves contextuales que predicen
un evento. Al comienzo de cada sesién de entrenamiento, el sujeto recurre a la
memoria de eventos similares cercanos en el tiempo, y en base a esta memoria puede
predecir el resultado o consecuencia de su accionar. En la etapa pre-cambio, los
sujetos forman una expectativa de recibir un reforzador de alto valor hedénico, en
base a su propia experiencia en ese contexto particular. En el caso del CNS, la
expectativa puede ser manipulada modificando de alguna manera la experiencia
previa del sujeto con el contexto y el reforzador (por ejemplo, aumentando la
cantidad de ensayos pre-cambio). Por otro lado, la expectativa deberia reducirse
también si en la fase pre-cambio se utiliza un programa de refuerzo parcial. En efecto,
cuando se utiliza un protocolo de este tipo se observa una reduccion del efecto de
CNSc (Pellegrini et al., 2004). Bajo condiciones de refuerzo continuo, los sujetos
desarrollan una expectativa fuerte y consistente de recibir la recompensa cada vez
que realizan la conducta. En contraposicion, bajo un régimen de reforzamiento
parcial, la expectativa de recibir una recompensa en cada ensayo se debilita, ya que

los sujetos aprenden que no siempre recibiran la recompensa. Esta reduccién en la
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expectativa puede disminuir la discrepancia entre lo que se espera y lo que realmente
se recibe, atenuando asi la reaccion negativa o la frustracién cuando ocurre la
devaluacién de la recompensa. Sin embargo, este efecto puede ser resultado no sélo
de la reduccion de la expectativa, sino también del proceso de
contracondicionamiento de la frustracion que ocurre en el reforzamiento parcial
(Amsel, 1992). Ambas explicaciones no son mutuamente excluyentes.

La formacion de una expectativa es fundamental para la aparicion del
fendmeno de CNS, ya que segun la teoria de Amsel, la violacion de la expectativa
generada por el refuerzo en ese contexto en particular, provocaria la aparicion de las
emociones negativas que dan lugar al deterioro de la respuesta. Al mismo tiempo,
estudios donde usaron claves predictivas del refuerzo encontraron que cuando los
sujetos podian predecir la recompensa utilizando claves contextuales (por ejemplo,
paneles de colores asociados al refuerzo grande o pequefio), moderaban sus
respuestas emocionales luego de la devaluacion, asi como también disminuia el
efecto de contraste (Binkley et al., 2014; Daniel et al., 2008). Es decir, si la clave
asociada al refuerzo grande se quitaba previamente a la devaluacién, los sujetos no
tenian la certeza de obtener una recompensa alta y, por lo tanto, no mostraban una
respuesta clara de frustracion. A su vez, la memoria del refuerzo recibido
previamente puede ser afectada por farmacos, y esto también afecta la aparicion y la
magnitud del fendmeno de CNS. Por ejemplo, la administracion de drogas que
mejoran la memoria luego del primer ensayo post-cambio en un protocolo de CNSc
retardaron la recuperacion de la respuesta consumatoria, es decir, aumentaron el
efecto de contraste (Bentosela et al., 2006; Norris et al., 2011; Ruetti et al., 2009).
Esto indica que se potencia la memoria “egocéntrica” que refuerza el estado
emocional negativo referido a la devaluacion, y, por lo tanto, de alguna forma,
interfiere con la actualizacion de la memoria “alocéntrica” que atenuaria el efecto de
CNSc (porque tenderia a coincidir el incentivo esperado con el obtenido).

La motivacion es el motor de la accién, en el sentido que dirige la conducta.
Puede entenderse como el proceso que explica el inicio, direccién, intensidad y
perseverancia de la conducta dirigida hacia el logro de una meta (Salamone et al
2024). Segun Hull (1943) en su libro “Principios del Comportamiento”, la
motivacion se divide en primaria (o impulso) y de incentivo. La deprivacion de
alimento (u otro tipo de necesidad fisioldgica) genera un impulso bioldgico que se

denomina motivacion primaria, y los reforzadores tienen la propiedad de disminuir
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ese impulso. Este supuesto se desarrollo en su “Teoria de reduccion del impulso”.
Por otro lado, la motivacion de incentivo se refiere a que algunos reforzadores
resultan mas atractivos comparados con otros o con si mismos en diferentes
momentos, en condiciones iguales de deprivacion. Estas definiciones resultan
interesantes desde el punto de vista homeostatico, y fueron el puntapié inicial para la
comprension de estos parametros fundamentales en el estudio del comportamiento,
aunque existen algunos resultados experimentales que no reproducen los supuestos.
Por ejemplo, Balleine (1992) investigo el efecto de degradar un refuerzo alimenticio
en grupos de animales con diferente grado de deprivacion. Después de entrenar a
ratas hambrientas para presionar una palanca por pellets de alimento, comparo el
rendimiento en la extincion con animales no hambreados. Contrario a la prediccion
de la teoria del impulso, el nivel de privacion en la prueba no tuvo ningun efecto
detectable en el rendimiento durante la fase de extincion.

El corredor recto es un dispositivo cominmente utilizado para analizar la
motivacion de los sujetos (e.g., Crespi, 1942; Elliot, 1928), registrando el tiempo que
tardan en recorrerlo de extremo a extremo para obtener una recompensa. Representa
una tarea sencilla para los individuos, especialmente para ratas, por lo que los
cambios del desempefio pueden ser facilmente adjudicados a una variacion de la
motivacion, mas que a una falla o un error del individuo. En la fase pre-cambio del
CNSi, la motivacién llevaria a los sujetos del grupo experimental a tener un
desempefio mejor en el corredor recto que los del grupo control (los cuales reciben
un refuerzo menor). Esta diferencia de desempefio entre sujetos experimentales y
controles puede ser explicada por la ley del efecto, que predice que la tasa de
adquisicion del aprendizaje es mayor cuando la recompensa es de mayor valor. En
la etapa post-cambio, el CNSi como efecto paradojico, pone a prueba esta regla lineal
y adiciona la dimension emocional de la conducta, cuando ante a una misma
recompensa, el grupo experimental y el control en la etapa post-cambio se comportan
de manera diferente. Esto podria ser explicado a partir de la motivacion de incentivo,
explicada por Hull, y en este aspecto, se podria considerar a la motivacion como
ligada directamente al valor relativo que se le asigna al refuerzo. De esta manera, se
puede desprender que la motivacion es un factor fundamental para la aparicion del
efecto de CNS, ya que los sujetos muestran un deterioro brusco en la motivacion por
obtener la recompensa en la etapa post-cambio (que se expresa, por ejemplo, como

un aumento en el tiempo de respuesta en el corredor recto).
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Los organismos en condiciones naturales deben sopesar constantemente el
valor del incentivo en relacion con el esfuerzo que les requerira obtenerlo. Cualquier
estrategia de forrajeo debe requerir una relacion eficiente entre la inversion de
energia y las calorias obtenidas para no entrar en un déficit calérico. Asi, el valor de
un incentivo estara determinado, no sélo por la expectativa y la motivacion, sino
también por el esfuerzo requerido. En condiciones de laboratorio, se asume que un
reforzador posee un “alto valor de incentivo™ si la respuesta asociada se elige mas
frecuentemente en un ensayo de eleccidn libre en el cual se pueden ejecutar también
otras conductas, y a su vez, si esa conducta incrementa su tasa de respuesta (Inzlicht
et al., 2018). Una conducta instrumental eficiente requiere que sea sensible a la
relacion entre respuesta y reforzador, es decir, los animales tienden a simplificar la
conducta para minimizar el costo. El esfuerzo corresponde a la intensidad del trabajo
mental o fisico que los organismos aplican para lograr algun resultado (Inzlicht et
al., 2018). Segun las teorias clasicas, se indican dos grandes principios que explican
la relacién entre las propiedades de la respuesta instrumental en este aspecto y el
aprendizaje: en primer lugar, el esfuerzo puede representar un efecto negativo sobre
el comportamiento; pero por otro lado, el esfuerzo puede también tener un valor
positivo sobre el comportamiento. El primero, indica que las respuestas se dan en el
marco de la “Ley del menor esfuerzo” (Hull, 1943; Inzlicht et al., 2018; Pinkston,
2021). Tanto en animales humanos como no humanos actuaran de manera que
minimicen los costos de comportamiento o que, dada la opcion de trabajar mas o
menos por el mismo objetivo, trabajaran menos. Se hace alusién a la “Hipotesis
aversiva”, en la que el valor de cada estimulo se juzgue en relacion con el esfuerzo
requerido para obtenerlo. Entonces, aumentar el esfuerzo tiende a tener un efecto
reductor en el comportamiento, lo que puede implicar alguna funcion negativa o
aversiva (Killeen, 1988). Una segunda posibilidad es que, si se ha realizado un gran
esfuerzo para obtener una recompensa, es posible que se juzgue el valor de ese
estimulo como relativamente mayor que el valor de un estimulo similar. Se podria
interpretar tal efecto como una forma de contraste (Flaherty, 1996) o como un alivio.
En tal caso, se podria esperar que se desarrollara una preferencia por el estimulo que
requiri6 un mayor esfuerzo. Una amplia variedad de estudios demostrd este
fendomeno en modelos animales y en humanos. Por ejemplo, Lydall et al. (2010)
entrenaron ratas para que presionaran una palanca para obtener 60 segundos de

acceso a una solucion azucarada, y midieron la cantidad de veces que lamian el
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bebedero. Se separaron a los sujetos en dos grupos. Uno que debia realizar 50
presiones en la palanca (high effort) y otro grupo que debia realizar solamente 10
(low effort). Adicionalmente, se agregaron otros dos grupos que no debian realizar
la tarea instrumental, pero pasaban el mismo tiempo en la caja de condicionamiento
para recibir los mismos 60 segundos de acceso a la solucién azucarada. Los
resultados indicaron que aquellos sujetos del grupo High effort, respondieron mas
veces (es decir, hicieron més licking) que los individuos del grupo Low effort, y a su
vez, esta tendencia se mantuvo en los grupos que debian esperar para recibir la
solucion. Estos resultados parecen indicar, que los animales que debian realizar un
mayor esfuerzo para obtener la recompensa le otorgaron un mayor valor a ese
incentivo que se expuso en el aumento de la respuesta instrumental. La forma mas
simple de explicar estos resultados se da en el marco de los postulados de Flaherty
(1996) sobre el CNS, en los que apunta que “en contraste con el estado afectivo
negativo producido por el esfuerzo (u otros estados aversivos como el dolor), los
objetos encontrados después de haber realizado un esfuerzo son percibidos como
mas valiosos”.

Por lo tanto, el CNS resulta un paradigma fundamental para estudiar el valor
relativo del incentivo en base a las dimensiones del aprendizaje nombradas
previamente: expectativa, motivacion y esfuerzo de respuesta. A pesar de la larga
historia de experimentos sobre el efecto de CNSi, hasta el momento falta en la
literatura un analisis sistematico que incluya la manipulacién de estos parametros
claves asociados al entrenamiento, como si ya se ha realizado para el caso del CNSc
(Flaherty, 1996; Papini & Pellegrini, 2006). Al mismo tiempo, se han utilizado una
variedad de protocolos que han producido resultados dispares (e.g., Binkley et al.,
2014; Crespi, 1942; Flaherty & Kelly, 1973; Papini & Pellegrini, 2007). Por este
motivo, teniendo en cuenta las consideraciones previamente descriptas, en el
desarrollo de esta Tesis se propuso obtener un protocolo robusto del efecto de CNSi

a fin de ser utilizado posteriormente en el estudio de las bases neurales del fenémeno.
1.6 Estado de desarrollo del estudio de las bases neurales del CNS

La mayor parte de los estudios de bases neurales del CNS se han realizado mediante

estudios de lesion permanente. Dichos estudios de lesion han sido descriptos en
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detalle en una revision reciente (Fernandez et al., 2024). Brevemente, los resultados
mas importantes disponibles son los siguientes:

En el CNSc, lesiones en areas relacionadas con la percepcion gustativa, como
el nucleo parabraquial y el talamo gustativo, impiden el fendmeno de contraste
consumatorio (Grigson et al., 1994; Reilly & Trifunovic, 1999; Sastre & Reilly,
2006). Lesiones en estructuras del sistema limbico, como la amigdala basolateral,
también afectan el CNSc, aunque con resultados variables (Becker et al., 1984;
Kawasaki et al., 2017), y la inactivacion temporal del nlcleo central de la amigdala
reduce este efecto (Kawasaki et al., 2015). En el CNSi, hay menos estudios; pero sin
embargo, se ha observado que lesiones en la amigdala central retrasan la
recuperacion (Salinas et al., 1996), y las lesiones hipocampales afectan s6lo al CNSi
y no al CNSc (Flaherty et al., 1998).

Lesiones en la corteza insular y orbitofrontal afectan la respuesta al valor
relativo del incentivo en protocolos de CNSc (Lin et al., 2009; Ortega et al., 2013).
En particular, se observo en la fase de pre-cambio que los animales lesionados del
grupo 32/4 consumieron significativamente mas solucion que los animales del grupo
4/4. En la fase de post-cambio, los animales lesionados reducian progresivamente el
consumo de solucién hasta alcanzar los niveles de consumo de los sujetos control
(Lin, et al., 2009). Es decir, que la lesion de la corteza insular no modificaba la
respuesta al valor absoluto del incentivo, pero si la respuesta al valor relativo. Existe
un unico estudio del efecto de la lesion de corteza orbitofrontal frente a la
degradacion del incentivo en una situacion de CNSc (Ortega et al., 2013) donde los
animales lesionados mostraron un efecto de contraste levemente menor que sus
controles sham. Es decir, la lesion de esta estructura no impidié que los animales
detectaran la modificacion en el nivel de recompensa, como era esperado. En cuanto
a la corteza prefrontal medial (CPFm; mPFC por sus siglas en inglés), Pecoraro et
al. (2008) estudiaron la respuesta consumatoria de animales lesionados y sham en un
protocolo que no incluia grupos de la condicion control con refuerzo pequefio
(4/4%). En este estudio, se observd una recuperacion mas rapida de los animales
lesionados en comparacién con los sham. Un segundo estudio (Ortega et al., 2013)
incluyo a los grupos 4/4 sham y lesionados. Pero en este caso no se consiguié detectar
efecto de la lesion al comparar a los grupos 32/4, aungue si se observd que el
consumo de solucion azucarada era menor en el grupo 4/4 lesionado que en el control

sham (la lesion de la CPFm afect6 el consumo de la solucion menos preferida en
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animales que no sufrieron la degradacion del incentivo). Por otro lado, se ha
reportado que las lesiones por aspiracion de la corteza cingulada anterior reducen el
CNSi en una situacion de corredor recto (Gurowitz et al., 1970).

Hasta el momento, los estudios sobre &reas corticales de ejecuciéon y de
procesamiento son escasos. En particular, los resultados de lesiones de la CPFm
presentan resultados dificiles de interpretar, posiblemente debido a que es una
estructura que recibe inervacion de gran variedad de areas y a su vez envia
proyecciones a estructuras fundamentales para la ejecucién del comportamiento. Por
esta razon, su destruccion puede provocar respuestas diversas segun el nivel y el
tamafo de la lesion. Sin embargo, los estudios de esta region en otros paradigmas
comportamentales (que seran revisados en el Capitulo 4 de la presente Tesis)
sugieren que su participaciéon en el CNS es sumamente relevante. Asi, los
experimentos sobre las bases neurales del efecto de CNS de esta Tesis se centran en

esta region cerebral.

Objetivo General

El CNS es un efecto producido por la devaluacion sorpresiva de la recompensa. Sin
embargo, no siempre que se produce una devaluacion del refuerzo observamos efecto
de contraste. Por un lado, la magnitud de la devaluacion debe ser lo suficientemente
grande; por otro lado, la experiencia con el incentivo debe ser la necesaria para que
los animales desarrollen la expectativa de recibir el refuerzo. Teniendo esto en
cuenta, los objetivos generales de esta Tesis son:

1-  desarrollar un procedimiento experimental robusto y replicable,
manipulando los parametros claves gque se desprenden del marco teorico
(expectativa, discrepancia y esfuerzo de respuesta).

2-  Comenzar con el estudio del papel de la corteza prefrontal medial en el
CNSi.

Tanto los estudios comparados como los estudios de lesion sugieren que la
CPFm tiene un rol clave en el CNS. La actividad celular en esta regién ha sido
estudiada durante la fase post-cambio en el CNSc, pero no hay estudios de este tipo
en el CNSi. Asi, una vez identificados los pardmetros de entrenamiento que permitan
replicar de forma consistente el fendmeno de CNSi, se analizara la actividad cerebral

registrada en la fase post-cambio de este procedimiento.
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Finalmente, utilizando un paradigma de registro electrofisiologico, se analizara
la respuesta de neuronas individuales de la CPFm frente a la devaluacion sorpresiva

de la recompensa mediante tetrodos intracerebrales.

Metodologia General

Protocolo Experimental

Todos los experimentos de esta Tesis fueron realizados en el marco del paradigma
del CNSi. Globalmente, més all4 de las particularidades de cada experimento, los
sujetos fueron asignados a la condicién experimental o control y recibieron un
entrenamiento que constaba de dos fases: Pre-cambio y Post-cambio (Tabla 1). Se
define como etapa pre-cambio a aquellas sesiones de entrenamiento en la que los
sujetos experimentales recibian el reforzador de mayor valor (recompensa grande),
y etapa post-cambio en la que esa recompensa es devaluada (recompensa pequeria).

Tabla 1. Descripcién de los experimentos de Contraste Negativo Sucesivo instrumental.

Grupo Etapa Pre-cambio Etapa Post-cambio
Experimental Recompensa grande Recompensa pequefia
Control Recompensa pequefia Recompensa pequefia

Sujetos experimentales

Se utilizaron ratas macho adultas experimentalmente naive de la cepa Long Evans
(Figura 1.3; peso inicial: 300-350 g), provenientes de la colonia del Instituto de
Biologia y Medicina Experimental (IBYME). Hasta los 60 dias, los animales
permanecian dentro del Bioterio Central alojadas en grupos de 3 a 5 animales en
jaulas grandes. Luego, eran transportadas hasta un cuarto de mantenimiento
(Vivario), donde eran alojadas individualmente con un ciclo de luz-oscuridad (12 hs
luz-12hs oscuridad) y temperatura (23 °C) controladas. En este cuarto permanecian
durante todo el tiempo de desarrollo del experimento. Cada sujeto fue utilizado

solamente en un unico experimento.
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Figura 1.3. Sujeto experimental: Rata Long Evans.

Determinacion de peso: En todos los experimentos se restringio el alimento, de forma

que los entrenamientos se realizaran cuando los sujetos se encontraban entre un 80%
y un 85% de su peso ad libitum. Para realizar la determinacion de peso ad libitum,
los animales una vez ingresados al vivario eran pesados a la misma hora durante 3
dias seguidos, mientras tenian disponibilidad completa de alimento y agua. Con estos
3 pesos se realizaba un promedio, y de este promedio se calcula el 80% y el 85%.
Con este dato se comenzaba la deprivacion de alimento, que consistia en alimentar a
los animales con una dieta de 4 pellets diarios hasta obtener el rango de peso
necesario (procedimiento gque tenia una duracion de aproximadamente 7 dias), y
posteriormente eran compensados con la cantidad de pellets necesarios para
mantener ese peso durante todo el experimento (esto podria variar entre animales,
pero en general una dieta de mantenimiento consta de 8 pellets diarios). Todos los
sujetos fueron pesados antes de cada sesion de entrenamiento para comprobar que se

mantenian en ese rango. El agua de beber siempre se mantuvo ad libitum.

Aparato experimental: Corredor recto

Las ratas fueron entrenadas en una situacion de corredor recto (runway). Este
dispositivo, construido en chapa de zinc, consta de tres secciones: un compartimiento
0 caja de partida (40 cm de largo), un corredor (200 cm) y un compartimiento meta
(40 cm), separadas por puertas guillotinas (asi, el largo total del aparato es 280 cm;
ancho de 20 cm). Las paredes tienen una altura de 30 cm, y todas las secciones estan
recubiertas por una tapa de Plexiglas transparente En el extremo del compartimiento
meta se encuentra un receptaculo-comedero donde se coloca la recompensa
(micropellets Bioserv, 45 mg c/u); sobre el mismo, se encuentra un tubo de acrilico

con un ventilador superior que permite la extraccion y renovacion del aire (Figura
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1.4). El corredor recto posee fotosensores infrarrojos conectados a un programa de
registro automatico (MED-PC, Fairfax, VT) controlado por una computadora, que
registra la latencia para abandonar la caja de partida, el tiempo de recorrido del
corredor central, y el tiempo que el sujeto tarda en ingresar al compartimiento meta

y acceder al comedero.

Procedimiento experimental general

Todos los sujetos que fueron incluidos en el protocolo de CNSi fueron pesados
previamente a cada sesion de entrenamiento, y alimentados 30 minutos después de
finalizar el ultimo sujeto. Los entrenamientos se realizaron en la misma franja horaria
durante todo el experimento. Siempre recibieron 2 sesiones de pre-entrenamiento, en
dos dias consecutivos. En estas sesiones los animales eran colocados en el set
experimental dentro del corredor recto con todas las puertas abiertas, dejando que
recorrieran libremente el aparato durante 15 minutos para habituarse a la situacion
de entrenamiento.

Inmediatamente después de estas sesiones de pre-entrenamiento se procedio
con las sesiones de pre y post-cambio. Luego de cada sesion, el corredor recto fue
limpiado con una solucién de alcohol al 70%, y se esperaron 5 minutos entre cada
sujeto experimental para disminuir lo méas posible las marcas odoriferas.

Cada una de las sesiones de entrenamiento conservo la misma metodologia
general. Las sesiones comenzaban cuando los sujetos eran colocados en el
compartimiento de partida del corredor recto, dando inicio al programa de la
computadora que maneja las puertas y los sensores del corredor recto. De esta forma,
se abria la puerta del comportamiento de salida y comenzaba a correr
automaticamente el registro de la “Latencia de Partida”. Una vez atravesado el
primer sensor del corredor, comenzaba a contabilizarse el “Tiempo de Recorrido”,
que concluia cuando el sujeto atravesaba el sensor de la puerta del compartimiento
meta. En ese momento se cerraba automaticamente la puerta del compartimiento
meta y comenzaba a registrarse el “Tiempo de llegada”. Una vez que el sujeto
colocaba la cabeza en el comedero, se iniciaba el tiempo de reforzamiento (2
minutos). Pasado ese tiempo, los sujetos eran extraidos y devueltos a su caja hogar.
Durante toda esta Tesis se denominara “Sesidén” al evento diario de entrenamiento
(separadas entre si por intervalos de 24 hs.), mientras que se utilizara el término

“Ensayo” para las repeticiones del entrenamiento dentro de una misma sesion. De
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esta forma, se utilizaran en los distintos experimentos de esta Tesis entrenamientos
del tipo “distribuido” (cuando se trata de sesiones de entrenamiento de un ensayo
cada 24 hs.), y entrenamientos “masivos” (cuando se trata de sesiones de
entrenamiento de méas de un ensayo consecutivo, con iguales intervalos inter-sesion
de 24 hs.). En el caso de los entrenamientos masivos, el animal esperaba 30 segundos
en su caja hogar hasta reiniciar el siguiente ensayo. En el caso de los entrenamientos
distribuidos, una vez en su jaula el animal era llevado nuevamente al vivario.

En caso de que los sujetos no completaran correctamente el primer ensayo de
entrenamiento, se procedia a realizar un ensayo guiado. Esto consistia en acompafar
suavemente con el movimiento al animal hasta el compartimiento meta. Si algun
sujeto no completaba el recorrido del corredor por sus propios medios en tres
sesiones consecutivas, se descartaba del experimento. La tasa de descarte no supero

en ningun experimento el 10% del total de sujetos.

(a) (b) ()

Figura 1.4. Arriba: Distintas vistas del aparato experimental: Corredor recto. Abajo: Diagrama del

corredor recto. (a) Compartimiento de partida. (b) Pasillo o corredor. (c) Compartimiento meta. En linea

punteada se observa la ubicacion de los sensores fotoeléctricos. El rectdngulo azul al borde de la caja

meta representa el comedero.
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Figura 1.5. Esquemas de los tipos de entrenamiento (Masivo-Distribuido) utilizados en esta Tesis.

11S: Intervalo inter-sesion.
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Capitulo 2

Efecto de la pendiente del corredor recto en el fendmeno de CNSi
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En esta serie experimental se ha propuesto estudiar el efecto de la pendiente del
corredor recto en la aparicion y/o la intensidad del fendmeno de CNS instrumental,
como una manera de manipular el esfuerzo de respuesta. El corredor recto como
aparato experimental, estd ampliamente descripto como una herramienta para
estudiar la motivacion del sujeto para obtener una recompensa y el efecto reforzante
de un incentivo (Ettenberg, 2009). Tipicamente, en el extremo del corredor se coloca
una recompensa alimenticia, como pellets o soluciones azucaradas, y el tiempo de
recorrido del pasillo funciona como una medida indirecta de la motivacion. Por
ejemplo, se ha observado que el aumento de la concentracion de sacarosa de
soluciones colocadas en la caja meta, esta directamente relacionado con el aumento
en la velocidad de las ratas para recorrer el aparato (Flaherty, 1973). Incluso, este
tipo de situacion experimental también se ha utilizado para evaluar la motivacion de
los sujetos por otro tipo de recompensas. Hanmer et al. (2010) presentaron en la caja
meta estimulos no alimenticios utilizados para enriquecimiento ambiental y
observaron diferencias en el tiempo de recorrido, correspondiente a la preferencia de
los animales por los objetos. La devaluacion sorpresiva de la magnitud del refuerzo
que ocurre en el CNS, altera la evaluacién que hace el individuo sobre el valor del
incentivo (Torres & Papini, 2017), y por lo tanto, la motivacion por obtenerlo. Por
ejemplo, en un corredor recto, los animales que sufren la reduccion sorpresiva de un
refuerzo empeoran de forma transitoria el desempefio de la respuesta instrumental,
aumentando el tiempo de recorrido (Crespi, 1942).

Otro factor que afecta la evaluacion que hace un individuo sobre un incentivo,
es el esfuerzo que se requiere para obtenerlo. Se han propuesto hip6tesis
contradictorias para explicar como el esfuerzo de respuesta afecta la valoracion del
incentivo (ver Capitulo 1). Por ejemplo, un incentivo méas costoso de obtener podria
ser mas valioso que el mismo incentivo si requiere menos esfuerzo. Asi, al igual que
ocurre en el efecto de la magnitud del refuerzo en la extincién, una conducta que
requiere mas esfuerzo, deberia extinguirse mas rapido que una que requiere menos
esfuerzo. Distintos estudios muestran resultados en linea con esta prediccion. Por
ejemplo, Lawrence & Festinger (1962) manipularon el esfuerzo necesario para
obtener una recompensa, alterando la inclinacion de una rampa que conducia a una
caja objetivo con comida. Encontraron que el aumento del esfuerzo reducia la

resistencia a la extincion (es decir, se extinguia mas rapido la respuesta instrumental).
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Tambien, Johnson & Viney (1970) utilizando un corredor recto con distintas
inclinaciones, tuvieron los mismos resultados de extincion de la respuesta.

Otro grupo de trabajo (Conrad et al., 2020) estudio el efecto del esfuerzo de la
respuesta mediante un esquema de reforzamiento de razon progresiva. Esto es,
incrementar el nimero de palanqueos requeridos para recibir una recompensa a lo
largo de los ensayos. Bajo este paradigma, se observo que las ratas palanquean mas
cuando la recompensa es mayor (5 pellets) que cuando es menor (1 pellet). A su vez,
la extincion es més rapida en el primer caso que en el segundo. Al igual que ocurre
con el efecto de sobre-entrenamiento, este efecto parece ser especifico de los
mamiferos, ya que palomas entrenadas con el mismo procedimiento, mostraron una
extincion mas veloz de la respuesta reforzada con un pellet que la reforzada con 5
(Conrad et al., 2020).

En un experimento previo realizado en nuestro laboratorio (Fernandez et al.,
2024; ver Exp. 1) se manipuld el niUmero de ensayos pre-cambio en una tarea de
CNSi en la cual los animales recibian un unico ensayo por sesion diaria
(entrenamiento distribuido). Los animales del grupo experimental debian recorrer el
corredor recto para obtener 32 micropellets en la fase pre-cambio, que
posteriormente eran reducidos sorpresivamente en la fase post-cambio a 4
micropellets. Se encontrd que con 24 ensayos pre-cambio (es decir, 24 dias de
entrenamiento antes de la devaluacion) se encontraba un efecto de contraste en el
4to. dia luego de la devaluacién de la recompensa, que se expresé como un deterioro
en el desempefio en el corredor recto de los grupos experimentales en comparacion
con los controles. Por el contrario, utilizando 12 ensayos pre-cambio, el deterioro
observado en la conducta no alcanzaba una significacion estadistica. En este sentido,
es importante tener en cuenta que el efecto del CNS es el resultado de la violacion
de una expectativa, siendo la misma dependiente de la experiencia previa. Asi, un
mayor numero de ensayos en los cuales se haya obtenido un incentivo grande
incrementa la expectativa de que esto vuelva a ocurrir. La razén es que los animales
predicen la aparicion de aquel incentivo que fue recibido en un mayor nimero de
eventos en el pasado cercano. En un protocolo distribuido, la experiencia previa de
12 ensayos con el reforzador no parece haber sido lo suficiente para formar en los
sujetos del grupo experimental una expectativa que produzca un efecto de contraste
robusto. Aumentar el esfuerzo de respuesta, implicaria incrementar el costo de

obtener un refuerzo pequefio en la fase post-cambio. De acuerdo con la hipotesis
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aversiva esto podria amplificar el efecto de contraste (es decir, podria disminuir ain
mas la respuesta comportamental, debido a una diminucién del valor asignado al
incentivo). Asi, el primer experimento de esta serie se baso en esta logica.

Por lo tanto, en el Experimento 1 de esta Tesis se evalud entonces el efecto de
manipular el esfuerzo de respuesta necesario para obtener una recompensa
modificando la inclinacion del corredor recto en una situacion de CNSi. Asi, se
realizo el registro de variacion del tiempo de recorrido ante la reduccion sorpresiva
de una recompensa apetitiva (ndtese que esto difiere de la condicién de los estudios
mencionados previamente, donde se analizé el efecto sobre la extincion de la
conducta; Johnson & Viney, 1970; Lawrence & Festinger, 1962). De esta manera, se
espera también modificar la valuacion del incentivo a partir del esfuerzo necesario
para obtenerlo.

Como se describio en el primer capitulo, las respuestas emocionales ante
cambios sorpresivos de la recompensa vuelven a la conducta de los mamiferos mas
impredecible, pues no siguen una regla general de respuesta instrumental guiada por
la magnitud del refuerzo (como si ocurre con el caso de las palomas descrito
previamente). Por este motivo, es posible gue los sujetos tengan un mejor desempefio
cuando el refuerzo es mayor, a pesar de la dificultad de la tarea, pero que luego de la
devaluacion el grupo que fue expuesto a la mayor inclinacion del corredor recto
presente un mayor efecto de CNSi. En definitiva, el objetivo de utilizar una pendiente
pronunciada fue evaluar si de esta forma se puede encontrar un efecto de CNSi, ain
con un protocolo donde el efecto de contraste no alcanzé una magnitud suficiente
para ser detectado (12 sesiones pre-cambio de un ensayo diario y 32 o 4 pellets como
recompensa grande y pequefia, respectivamente).

Experimento 1: CNSi y Esfuerzo de respuesta
(Entrenamiento distribuido, 12 sesiones de pre-cambio, disparidad 32/4 pellets)

Materiales y métodos

Se usaron 43 sujetos distribuidos azarosamente en 4 grupos que diferian en la
condicion de la pendiente del aparato experimental (horizontal o inclinado 10 grados)

y en el monto de recompensa que recibian por sesién en la etapa pre-cambio (32
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micropellets como recompensa grande para los grupos experimentales y 4
micropellets como recompensa pequefia para los grupos controles) (Tabla 2.1).

Todos los sujetos recibieron 2 sesiones diarias de pre-entrenamiento de 15
minutos donde los animales exploraban libremente el corredor recto (sin
recompensa). Luego de estas sesiones, se sucedieron 12 sesiones pre-cambio donde
los sujetos recibieron la recompensa asignada a su condicion (experimental o
control). Las sesiones post-cambio tuvieron la misma dinamica operacional que las
sesiones pre-cambio, pero en éstas todos los grupos recibian como recompensa 4
micropellets, igualando al grupo control. En este experimento se realizaron 10
ensayos post-cambio.

Se registré el tiempo de recorrido de cada ensayo (medido a través del
programa de computadora mediante los fotosensores del corredor recto.

Tabla 2.1. Protocolo experimental pre y post-cambio del Experimento 1.

Grupo Runway Pre-cambio (12 sesiones) Post-cambio (10 sesiones)
Experimental Inclinado 32 micropellets 4 micropellets

Control Inclinado 4 micropellets 4 micropellets
Experimental Horizontal 32 micropellets 4 micropellets

Control Horizontal 4 micropellets 4 micropellets
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Comportamiento Corredor Comportamiento
de salida de llegada

e

= Ventilacion

f————= Comedero

Puerta guillotina Puerta guillotina

Figura 2.1. Esquema del corredor recto. (a) Posicién Horizontal. (b) Posicion Inclinada (10
grados).

Estadistica

Los datos fueron transformados mediante la funcién LoglO para mejorar la
normalidad. Para el analisis estadistico, se utilizd el software Graphpad Prism
(GraphPad Software, Boston, Massachusetts USA) para Windows 10. Se utilizo la
prueba estadistica ANOVA de 2 y 3 vias con medidas repetidas. Previamente, se
realiz6 una prueba de Mauchly de esfericidad. En los casos en los que la prueba de
Mauchly indicaba que no era posible asumir esfericidad, se realiz6 una correccién
de los grados de libertad mediante el criterio de Greenhouse-Geigger. Las
comparaciones post-hoc se realizaron mediante el test LSD de Fisher. Los ensayos
pre-cambio y los ensayos post-cambio fueron analizados en forma independiente. El
mismo procedimiento de analisis estadistico se utilizo en todos los experimentos,

para los datos de tiempo de recorrido.

Resultados
Etapa Pre-cambio:
Si bien la asignacion de los sujetos a los 4 grupos fue completamente aleatoria y

todos los grupos fueron entrenados en simultaneo, los datos se presentan por
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separado para la condicién Horizontal (Figura 2.2) e Inclinado (Figura 2.3) para
facilitar la visualizacion. Adicionalmente, se presenta en la Figura 2.4, el promedio
de los grupos 32/4 comparado con el promedio de los grupos 4/4. En todas las figuras
se muestra la variable “tiempo de recorrido” (expresada en Log 10 de segundos) para
todos los grupos a lo largo de las sesiones. La linea punteada indica el momento de
la devaluacién, por lo que las sesiones previas se denominan “pre-cambio” y las
posteriores “post-cambio”. El tiempo de recorrido de los ensayos pre-cambio, se
analiz6 mediante un ANOVA factorial de medidas repetidas para estudiar la
interaccion entre los factores Sesion, Condicion (Experimental, Control) y Pendiente
(Horizontal, Inclinado). Se encontr6 una interaccién significativa entre las variables
“Sesion” y “Condicion” (Fa,e37; 368,392) = 6.140; p < 0.001). Los demas efectos no
fueron significativos (ps > 0.05). El analisis post-hoc arrojé diferencias significativas
en las sesiones 6, 9 y 12 (p < 0.05) entre la condicion Experimental y Control

(mostrando el grupo Experimental tiempos de recorrido menores).

Etapa Post-cambio:

El analisis factorial arrojo efectos significativos del factor “Sesion” (F(7.370, 5.908) =
3.606, p < 0.05). Las demas interacciones no mostraron efectos significativos. Las
comparaciones post hoc mostraron diferencias entre la sesion 17 y el resto de las
sesiones post cambio (p > 0.05). Ademas, se observaron diferencias entre la sesion
13ylal4,laldconlal9y lasesion 15 con la 14 (p < 0.05).

-»- Horizontal 32/4n=18 -+ Horizontal 4/4 n =15

0.5+

Log Seg
Tiempo de Recorrido

0.0

I T T 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 101

T L
1 12 13 14 15 16 17 1

T T T T
8 19 20 21 22

Sesion

Figura 2.2. Tiempo de recorrido a lo largo de las sesiones (en Log s) de los grupos
“Horizontal” del Experimento 1. Grupo experimental: Horizontal 32/4. Grupo control:
Horizontal 4/4. La linea punteada determina la devaluacion de la recompensa del grupo
Horizontal 32/4.
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Figura 2.3. Tiempo de recorrido a lo largo de las sesiones (en Log s) de los grupos
“Inclinado” del Experimento 1. Grupo experimental: Inclinado 32/4. Grupo control:
Inclinado 4/4. La linea punteada determina la devaluacién de la recompensa del grupo
Inclinado 32/4.
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Figura 2.4. Tiempo de recorrido a lo largo de las sesiones (Log s) de los grupos 32/4 y 4/4 del
Experimento 1. Se observan agrupados todos los sujetos de ambas condiciones

(Horizontal/Inclinado). Grupo experimental: 32/4. Grupo control: 4/4.

Discusion
A lo largo de las sesiones pre-cambio, todos los grupos (Horizontal e Inclinado)
disminuyen su tiempo de respuesta. Esto es esperable debido al efecto de la

experiencia en la tarea, y a la alta motivacion de los sujetos por obtener la
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recompensa apetitiva. En la etapa post-cambio no se logro observar un efecto de
CNSi en ninguno de los grupos experimentales. Tampoco se detectd un efecto al
excluir el factor pendiente, dado que no se detecto interaccion “Sesion x Condicion”.
El efecto de contraste instrumental se expresa como un incremento abrupto del
tiempo de respuesta del grupo experimental en comparacién con el grupo control
luego de la devaluacion de la recompensa. En este caso, se observo un aumento
significativo del tiempo de respuesta en la sesion 17 con respecto a las previas y a
las posteriores. Sin embargo, este efecto ocurrié tanto en los grupos experimentales
como en los controles (Figura 2.4), por lo que es dificil atribuirlo a un efecto de
CNSi. Variaciones de este tipo en el nivel de respuesta ocurrieron también en la fase
pre-cambio. Por ejemplo, en la sesion 12 se observa un aumento en el tiempo de
respuesta de los grupos 4/4 con respecto a dias anteriores. Asi, el aumento detectado
el dia 17 parece deberse a fluctuaciones aleatorias que ocurren cuando el refuerzo es
pequefio en entrenamientos distribuidos (un unico ensayo por sesion).

Como se menciond anteriormente, se observéd previamente que el efecto de
CNSi ocurria cuando los animales recibian 24 sesiones distribuidas de pre-cambio,
pero no cuando recibian 12 sesiones de pre-cambio (Fernandez et al., 2024). Los
resultados del presente experimento coinciden con esta observacion. Mas aun, en el
presente estudio se utiliz6 una muestra grande de animales, por lo que es dificil
concluir que el efecto no haya podido ser detectado por problemas en la potencia del
estudio.

Este experimento parece sugerir que 12 sesiones pre-cambio no son suficientes
para generar en los sujetos una expectativa del reforzador como para evocar la
emergencia de emociones negativas ante su devaluacién. La reduccion en el tiempo
de recorrido del runway que ocurre en la fase pre cambio, muestra que los animales
conocen Yy predicen la aparicion del refuerzo en el compartimiento meta. Sin
embargo, dada la brevedad de los ensayos (entre 3 y 4 minutos), el entrenamiento en
si podria resultarles poco relevante. Interesantemente, bajo las mismas condiciones
de entrenamiento, el aumento del nimero de sesiones (de 12 a 24) incrementaria la
expectativa de recibir un refuerzo de alto valor, modulando la relevancia del refuerzo
y la devaluacién del mismo.

Ninguno de los tests estadisticos que evaluaron efectos de la inclinacion del
runway resulto significativos. Por lo tanto, la inclinacion no afectd el desempefio de

los animales en la fase pre-cambio ni en la fase post-cambio. Es mas, la inclinacion
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ni siquiera afecto el desempefio cuando la recompensa era de tan sélo 4 pellets. Un
mayor esfuerzo de respuesta, operacionalizado como una inclinacién ascendente de
10 grados del corredor, no parece significar para los sujetos un factor que provoque
una valuacion diferencial del incentivo.

Para estudiar el cambio en la valuacion del incentivo a partir del cambio en el
esfuerzo para obtenerlo, se planted el Experimento 2, que consideré a la pendiente

en si misma como condicion de cambio sorpresiva durante el entrenamiento.

Experimento 2: CNSi y Efecto sorpresivo de la inclinacion del corredor recto

(Entrenamiento distribuido, 12 sesiones de pre-cambio, 32 pellets)

En este experimento se utilizo la pendiente del corredor recto como factor sorpresivo
en si mismo, luego de una etapa pre-cambio con el aparato en posicion horizontal. Si
la inclinacion del runway es un factor relevante, se espera entonces obtener un
deterioro del desempefio instrumental debido a que el reforzador obtenido por la tarea
pasa a tener un menor valor de incentivo (ya que aumenta el esfuerzo de respuesta

requerido para obtenerlo).

Materiales y métodos

Se usaron 14 animales distribuidos al azar en dos grupos que diferian en la condicion
de inclinacion del corredor recto en la etapa pre-cambio (Inclinado u Horizontal). Al
igual que en el Experimento 1, todos los sujetos fueron expuestos a dos dias iniciales
de pre-entrenamiento, y recibieron 32 micropellets como recompensa durante la
etapa pre-cambio (que también consistié en 12 sesiones, una por dia). Uno de los
grupos entrend en el corredor recto en condicion Horizontal, mientras que el segundo
grupo fue expuesto a la condicion de Inclinacion a 10 grados. En la etapa post-
cambio, el primer grupo pas6 también a entrenar con el corredor inclinado (grupo
H/1), del mismo modo que el otro grupo (I/1) (Tabla 2.2). En esta etapa todos los

grupos siguieron recibieron 32 micropellets como recompensa.

39



Tabla 2.2. Protocolo experimental del Experimento 2.

Grupo Recompensa Pre-cambio (12 sesiones) Post-cambio (10 sesiones)

H/I 32 micropellets Horizontal Inclinado
I/ 32 micropellets Inclinado Inclinado
Resultados

Etapa Pre-cambio:

En la Figura 2.5 se observa el tiempo de recorrido de los sujetos. EI ANOVA de
medidas repetidas para los factores Sesion y Grupo arroja solamente un efecto de la
sesion (F(,1s6, 26,23 = 20.48, p < 0.0001). El analisis post-hoc mostré diferencias
significativas entre la sesion 1 y todas las demas, exceptuando la sesién 2 (ps <
0.002); entre la sesidn 2 y todas las demas (ps < 0.02); entre la sesion 3 y todas las
demaés, exceptuando la 2 (ps < 0.09); entre la sesién 4 y todas las demas (ps < 0.002);
entre la sesion 5, 1a 8, 9 y la 12 (ps < 0.02); entre la sesion 6, la9 y la 12 (ps < 0.04);
y entre la sesion 7, la9 y la 12 (ps < 0.02).

Etapa Post-cambio:
Para los ensayos post-cambio el ANOVA de medidas repetidas no detecto efectos
significativos en ningun factor (ps > 0.05).

La inspeccion de la Figura 2.5 sugiere que existe un efecto de la pendiente en
el grupo H/I al inicio de la fase post-cambio. Este efecto parece estar restringido
Unicamente al primer ensayo post-cambio. Para estudiar especificamente este efecto,
se realizd un analisis adicional en el que se compararon los grupos en las sesiones
12, 13 y 14. Para esto se realiz6 un ANOVA de dos vias de medidas repetidas. En
este caso, se detectd un efecto de interaccion Sesion x Grupo (F;12) = 6.847; p <
0.05). El test de LSD Fisher mostro diferencias significativas entre los grupos para
la sesion 13 (p < 0.04), y no para la sesiéon 12 (p > 0.8) ni la 14 (p > 0.6).
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Figura 2.5. Tiempo de recorrido a lo largo de las sesiones (Log s) de los grupos del Experimento 2.

Grupo experimental: Horizontal/Inclinado 32/32. Grupo control: Inclinado/Inclinado 32/32

Discusién
Los resultados obtenidos indican que la inclinacién del corredor recto tiene un efecto
pequefio sobre los sujetos del grupo Horizontal, que no es detectable si se incluyen
en el andlisis estadistico todos los ensayos post-cambio. Esta inclinacién de 10° no
seria lo suficientemente pronunciada como para generar un deterioro significativo en
el desemperio. Pero el efecto sorpresivo que representa una tarea ligeramente distinta,
si es capaz de provocar un aumento en el tiempo de recorrido del runway. Tal efecto
ocurre Unicamente en la primera sesion post-cambio. Este tipo de resultado
transitorio no podria explicarse en relacion a una nueva valuacion del incentivo, ya
que el efecto deberia perdurar mas en el tiempo. A su vez, el efecto es muy pequefio
como para considerarlo un factor aversivo para los sujetos que provoque un cambio
contundente de la conducta.

De esta forma, se puede concluir que el efecto de la pendiente no resulta para
los sujetos un factor negativo que pueda generar una respuesta de CNSi, ni tampoco
un cambio en el comportamiento que denote un efecto del mayor esfuerzo necesario

para obtener la recompensa.

Conclusion General

Los resultados de esta primera serie experimental (Experimentos 1 y 2) mostraron
que la pendiente de 10 grados utilizada en el runway, no representa para los sujetos

del grupo 32/4 Inclinado, un esfuerzo de respuesta que modifique el desempefio
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instrumental. Esto puede observarse en el Experimento 2, dado que los sujetos que
reciben un refuerzo grande no cambian consistentemente su desempefio luego del
aumento de la pendiente del corredor recto. Segun la bibliografia, si el efecto de la
pendiente fuera significativo e implicara un esfuerzo para los sujetos, se esperaba
que las respuestas de los grupos experimentales en el Experimento 1 mostrarian
diferencias entre ellos, lo cual no sucedid. Por este motivo, en la proxima serie
experimental se decidié mantener el corredor recto siempre en posicion horizontal.
Para finalizar, es importante considerar sin embargo que un mayor esfuerzo de
respuesta aumenta en algunos casos la valuacion de una recompensa (Lydall et al.,
2010). Podria entonces argumentarse que la falta de efecto de CNSi en el grupo
32/inclinado se debe a la persistencia de la respuesta luego de una etapa de
adquisicion en la que los sujetos debian realizar un mayor esfuerzo para obtener la
recompensa. Aungue, por otro lado, debido a que tampoco se encontrd un efecto de
CNSi en el grupo horizontal, es dificil atribuir la falta de efecto en el grupo
32/Inclinado a la inclinacion en si misma. Como se indico en la introduccion de este
capitulo, los resultados previos obtenidos en nuestro laboratorio indican que
utilizando 12 sesiones de pre-cambio con un Unico ensayo diario no se obtiene un
efecto de CNSi. Administrando 24 sesiones de pre-cambio distribuidas (también de
un ensayo por dia), con una recompensa de 32 micropellets (la misma que fue
utilizada en los Experimentos 1 y 2 de esta Tesis), si se logré expresar un efecto de
CNSi en el corredor recto (Fernandez et al., 2024; ver Exp. 1). Por lo tanto, una
alternativa para reproducir el efecto de CNSi sin extender la duracién del
experimento seria utilizar sesiones masivas de entrenamiento (mas de un ensayo por
sesion). Otra alternativa al incremento del nimero de ensayos diarios podria ser
aumentar la discrepancia entre el refuerzo grande y pequefio de las fases del

experimento. En el siguiente capitulo se exploran estas dos alternativas.
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Capitulo 3

Efectos de la distribucidn de los ensayos y de la discrepancia entre

montos de refuerzo en el CNSi
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El estudio del fendmeno de Contraste Negativo Sucesivo (CNS) tiene como
principales objetivos el entendimiento del valor del incentivo de los refuerzos y el
efecto de la devaluacion de éstos en la conducta de los sujetos (dado su vinculo con
la respuesta de frustracion). En el estudio tradicional de Crespi (1942), se evaluo el
desempefio de ratas en un corredor recto reforzandolas con distintas magnitudes de
refuerzo en las etapas pre y post-cambio (16/4, 16/1 y 16/0); incluyendo ademas
controles sin devaluacion (4/4 y 1/1). El autor report6 conductas de frustracion (e.g.,
saltar fuera del aparato experimental, o0 morder el comedero), y una diminucion de la
velocidad de recorrido del corredor en los sujetos de los grupos que sufrieron la
devaluacion de 16 a 4, y de 16 a 1, pero no en aquellos que dejaban de recibir
recompensa (es decir, del grupo 16/0). A su vez, se resaltd también que estas
conductas se presentaron primero en el grupo 16/1, y posteriormente en el grupo
16/4, més alejadas al evento de devaluacion.

Estudios posteriores que replicaron este procedimiento, incluyendo algunas
variantes en diversos pardmetros, mostraron resultados dispares. Por ejemplo,
DiLollo & Beez (1966) entrenaron ratas albinas en un corredor recto con 1, 2, 4, 8,
0 16 micropellets de 20 mg durante 20 sesiones de un ensayo por dia, que luego fue
disminuido a 1 micropellet en 14 sesiones adicionales. Con este programa de
entrenamiento, mostraron que el deterioro de la respuesta fue mayor en el grupo que
cambi6 de 16 a 1 micropellet, pero no obtuvieron un efecto tipico de CNSi, ya que
la curva de desempefio del grupo 16/1 divergia en relacion con el control, y nunca
recuperaba la respuesta instrumental. En cambio, Binkley et al. (2014) si mostraron
un claro efecto de contraste instrumental en ratas Sprague-Dawley utilizando 12y 1
pellet como refuerzo grande y pequefio, respectivamente, empleando un
entrenamiento masivo (6 sesiones pre-cambio y 6 sesiones post-cambio, con 6
ensayos por dia). Por otro lado, Pellegrini & Papini (2007) entrenaron ratas Wistar
en un corredor recto en un protocolo de CNSi con diferentes proporciones de
recompensas (32/4, 16/4, 32/8, 16/2 y 4/4) durante 24 sesiones pre-cambio y 20
sesiones post-cambio (de un solo ensayo por dia). Los resultados indicaron un efecto
de CNSi unicamente en la variable de “tiempo de partida” en los grupos 32/4 y 16/2.
Otros estudios han empleado soluciones azucaradas como recompensa en un
corredor recto (disminuyendo la concentracion de sacarosa de 30% a 3%), pero en

este caso no se encontro efecto de CNSi (Burns et al., 1978). Globalmente, el analisis
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de estos resultados muestra que el efecto de CNSi puede ser esquivo si los parametros
de entrenamiento no son los 6ptimos.

Como se indico6 en el capitulo anterior, en experimentos previos en nuestro
laboratorio se habia iniciado el estudio de distintas variantes de procedimiento con
el objetivo de obtener una respuesta de contraste que fuera robusta y replicable.
Animales que recibieron 24 ensayos de pre-cambio reforzadas con 32 pellets en una
condicion de entrenamiento distribuido (un Unico ensayo por dia), y 4 micropellets
en las sesiones post-cambio, mostraron una respuesta de contraste instrumental clara.
Por el contrario, la misma discrepancia de recompensas pero con solo 12 ensayos
pre-cambio no habia logrado reproducir este efecto (Fernandez et al., 2024; Exp. 1).

Analizando los resultados de estos estudios previos, se observa que el efecto
de contraste parece depender de distintos factores. En primer lugar, la degradacion
del incentivo debe ser suficientemente grande. Cuando la discrepancia de los
incentivos grande y pequefio esta por debajo de un umbral, los animales simplemente
ajustan su respuesta al nuevo incentivo, sin mostrar efecto de CNS. Este umbral
parece corresponder a una discrepancia de al menos 8 veces entre el incentivo grande
y el pequefio (Pellegrini et al., 2008). Teniendo en cuenta esta cuestion, uno de los
parametros de entrenamiento que se estudia en el presente capitulo es la magnitud de
recompensa (numero de pellets) que recibiran los animales en ambas fases del
protocolo. En este sentido, también es importante determinar el monto minimo de
recompensa que permite desarrollar una respuesta consistente de los animales en
nuestro aparato instrumental (runway). En segundo lugar, para que el efecto de CNS
se exprese es necesario que los sujetos hayan generado una expectativa de recibir esa
recompensa, de forma que la sustitucion del incentivo por uno de menor valor
implique una violacion de dicha expectativa. Un mayor numero de ensayos pre-
cambio daria a los individuos una mayor certeza de que las condiciones son estables.
Asi, manipulando el nimero de ensayos, seria posible afectar la expectativa de
refuerzo grande que tienen los individuos al inicio de la fase post-cambio.

En un protocolo de entrenamiento, los ensayos pueden ser de entrenamiento
“masivo” 0 de entrenamiento “distribuido”. El entrenamiento masivo se refiere a la
administracion de sesiones con multiples ensayos diarios separados por intervalos
breves, mientras que el entrenamiento distribuido se refiere a programas de
entrenamiento con ensayos separados por intervalos prolongados (e.g., un ensayo por

dia). EI CNSi parece requerir un nimero grande de ensayos pre-cambio, por lo que
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el entrenamiento masivo (que permite que los animales reciban mas entrenamiento
en menos tiempo) podria ser mas conveniente. Spear & Spitzner (1967), describieron
al fenémeno de CNSi como “fragil, pequeio y dificil de demostrar estadisticamente
cuando se trata de ensayos distribuidos”. En experimentos pioneros de Capaldi
(1972), utilizando diferentes intervalos inter ensayo (ITI, por sus siglas en inglés), se
demostrd que es mucho mayor el efecto de contraste en pruebas masivas (en
intervalos de 3 a 5 minutos) que en pruebas espaciadas. En consecuencia, 1o més
tradicional es el uso de entrenamientos masivos, con ITI de 7 minutos (Binkley et
al., 2014; Flaherty et al., 1998; Rosas et al., 2007; Sastre et al., 2006), utilizando
refuerzos con discrepancia de 10/1 o 12/1 (es decir, 10 o 12 pellets en la etapa pre-
cambio y 1 en la etapa post-cambio). Otros efectos relacionados con el efecto de
CNS, como el ERPE (Efecto del reforzamiento parcial en la extincion) también se
han visto afectados por el uso de entrenamientos masivos o distribuidos. Asi, el
efecto de ERPE parece ser mas claro cuando el entrenamiento es masivo. Este hecho
ha sido atribuido al sistema de memoria implicado en uno y otro procedimiento, ya
que los entrenamientos masivos se ven mas afectados por memoria de corto plazo
(Mackintosh, 1974).

Por lo tanto, el objetivo de esta serie experimental, que comprende todo el
capitulo, es definir los pardmetros suficientes y necesarios para observar un efecto
de contraste robusto que se exprese en la variable “tiempo de recorrido”. A partir de
la informacion proveniente de estudios preliminares, sabemos que la reduccién de
32 a 4 pellets en una condicién de entrenamiento distribuido, luego de 12 ensayos
pre-cambio, resulta insuficiente para producir una respuesta de CNSi. Bajo estas
condiciones de entrenamiento, podria ocurrir que el umbral de discrepancia se
encontrara mas alto. De esta manera, considerando esta hipétesis, en el siguiente

experimento de esta serie se compararon distintas proporciones de devaluacion.

Experimento 3: CNSi en una condicién de Ensayos Distribuidos
(Entrenamiento distribuido, 12 sesiones de pre-cambio, disparidad 16-8-4-1

pellet)

Como se menciond anteriormente, en el presente experimento se compararon tres

condiciones de devaluacion. La proporcion correspondiente al nivel de devaluacion
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tipicamente utilizado (8 a 1), una devaluacion del doble (16 a 1) y otra de la mitad (4
al).

Materiales y métodos

Se utilizaron 42 animales, distribuidos azarosamente en cuatro grupos que difirieron
en la cantidad de refuerzo que recibieron en la etapa pre-cambio. De esta forma, se
utilizaron tres grupos experimentales que recibieron 16, 8 o 4 micropellets Bioserv
en cada sesion de la etapa pre-cambio, y un grupo control que recibié durante todo
el entrenamiento 1 micropellet por sesion. En la etapa post-cambio todos los grupos
recibieron 1 micropellet como recompensa (Tabla 3.1). En este experimento los
animales tuvieron, al igual que en el Experimento 1, dos sesiones de pre-
entrenamiento (una por dia, 15 minutos c/u) para habituar a los sujetos al set
experimental. Inmediatamente a estas dos sesiones, se sucedieron 12 sesiones pre-
cambio, y posteriormente 10 sesiones post-cambio (1 ensayo de entrenamiento por
dia).

Tabla 3.1. Disefio experimental pre y post-cambio del Experimento 3.

Grupo Pre-cambio (12 sesiones) Post-cambio (10 sesiones)
Experimental 16/1 16 micropellets 1 micropellet
Experimental 8/1 8 micropellets 1 micropellet
Experimental 4/1 4 micropellets 1 micropellet

Control 1/1 1 micropellet 1 micropellet
Resultados

Etapa Pre-Cambio:
Se realizé un ANOVA de medidas repetidas analizando los factores Sesion y Grupo
para la variable tiempo de recorrido. No se encontré un efecto de la interaccion
Sesidn x Grupo, pero si del factor Sesion (F7,507, 285,3) = 30.38, p < 0.0001).

Durante esta etapa pre-cambio se puede observar que el tiempo de recorrido
disminuye significativamente a lo largo de las sesiones para todos los grupos, sin que

se detecten diferencias entre grupos (Figura 3.1). Es decir, que se detectd un cambio
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del desempefio en todos los animales, independientemente del monto de refuerzo.
Asi, este resultado indica que un Unico pellet es suficiente para producir una mejora
en el desempefio en el corredor recto, expresado como una disminucién del tiempo
de recorrido. Sin embargo, esta conclusion se deriva de la no deteccion de la
interaccion Sesion x Grupo. Es decir, que la mejora del desempefio podria haber
ocurrido en todos los grupos a excepcion del Grupo 1/1, y la falta de deteccion de
interaccion habria impedido detectar esta diferencia. Se realiz6 entonces el anélisis
de los efectos simples de las sesiones de adquisicion Unicamente en el Grupo 1/1,
para verificar que éste también haya mostrado mejora a lo largo de los ensayos. Se
detectaron diferencias entre la primera sesion y las sesiones 3, 4, 6, 7, 8,9, 10, 11y
12; a su vez, la sesion 2 difirio de las sesiones 3, 4, 5, 7, 8, 10, 11y 12 (p < 0.05).
Etapa Post-Cambio:

Se realiz6 un ANOVA de medidas repetidas y no se encontraron efectos
significativos para ninguna de los factores, Sesion ni Grupo (ps > 0.2).

A su vez, se calculd el promedio del tiempo de recorrido para cada grupo en
cada fase (Tabla 3.2). Los datos de dicha tabla fueron analizados mediante un
ANOVA de medidas repetidas Etapa x Grupo. Los resultados indican que no hubo
un efecto significativo de la interaccion (p > 0.1) ni del grupo (p > 0.5), pero si del
factor “Etapa” (F,38) = 23.39, p < 0.0001). El analisis post hoc mostr6 diferencias
significativas entre etapas en el Grupo 4/1 (p < 0.0001).

1.59
e 1/1 n=9 & 4/1n=11 a 8/1n=11 -¥ 16/1 n=11
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Figura 3.1. Tiempo de recorrido (Log s) para todos los grupos, a lo largo de las sesiones de

Pre-cambio y Post-cambio del Experimento 3. Grupos experimentales: 16/1, 8/1, 4/1. Grupo

control 1/1. La linea punteada refiere al cambio de la recompensa en los grupos

experimentales.
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Tabla 3.2. Tiempo de recorrido promedio (Log s) de todos los grupos en ambas etapas (pre y

post-cambio) del Experimento 3.

Tiempo de Recorrido (Log s)

Grupo Promedio Pre-cambio SEM  Promedio Post-cambio = SEM

16/1 (n=11) 0.35 0.02 0.45 0.03
8/1 (n=11) 0.39 0.03 0.44 0.10
4/1 (n=11) 0.50 0.03 0.38 0.02
1/1 (n=9) 0.53 0.02 0.52 0.02

Discusién

En la Figura 3.1 se presentan el tiempo de recorrido de todos los grupos. Los
resultados muestran que no hay un efecto de Contraste Negativo Sucesivo en ninguno
de los grupos devaluados. Al mismo tiempo, se puede observar que el grupo control
nuestra un pobre desempefio general, teniendo un tiempo de recorrido mas alto que
los experimentales. A su vez, en la etapa post-cambio, el desempefio de los grupos
experimentales muestra un leve aumento de los tiempos de recorrido, pero no logran
superar y diferenciarse de los valores del grupo control (que a su vez es algo
inestable).

En la Tabla 3.1 se observan los tiempos de recorrido promedio por etapa (pre
y post-cambio), comparando la media del desempefio general de cada grupo antes y
después de la devaluacion. El andlisis estadistico detecté un aumento del tiempo de
recorrido entre etapas, pero no mostrd diferencias entre los grupos ni interaccion.
Mas aln, se observa gue en ningun caso el promedio de los grupos experimentales
super6 nominalmente al promedio de respuesta del grupo control. Por lo tanto, los
resultados indican que no se hallé un efecto de CNSi utilizando estos parametros.

Cuando se observa el tiempo de recorrido del Grupo control 1/1 en este
experimento, es importante destacar que los sujetos muestran un desempefio con alta
dispersion. Existen animales dentro de este grupo que presentaron tiempos de
respuesta muy altos a lo largo de todo el entrenamiento. Pero al mismo tiempo
también se observa una curva de aprendizaje en este Grupo 1/1, con una disminucién
relativa del tiempo de recorrido a lo largo de las sesiones. Sin embargo, esta cantidad
minima de recompensa recibida (1 pellet), en relacion a la energia que se necesita

para obtenerla, pareceria ser insuficiente para generar una motivacion homogénea en
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todos los sujetos de este grupo. Por otro lado, en la fase post-cambio, los animales
de los grupos experimentales muestran una modificacion relativamente leve de su
desempefio, ain en el caso de pasar de un monto grande (16 pellets) a la cantidad
minima (1 pellet).

Por lo tanto, este protocolo no mejoro los resultados de los estudios previos
que utilizaron la proporcién 32/4, a pesar de haber duplicado la discrepancia en la
devaluacién de la recompensa. Asi, la condicion de ensayos distribuidos, con estos
niveles de discrepancia, parece no ser suficiente como para generar una expectativa
de incentivo de alto valor que logre diferenciar las respuestas entre grupos en la etapa
pre-cambio, y que al mismo tiempo evoque la aparicién de emociones negativas y la
respuesta de frustracion en la etapa post-cambio. De esta manera, los resultados
previos obtenidos en nuestro laboratorio (Fernandez et al., 2024; Exp. 1), sumados a
los registrados en esta primera parte del trabajo de Tesis, indican que el
entrenamiento mediante ensayos distribuidos parece requerir de un nimero grande
de ensayos pre-cambio (al menos 24). Ni el aumento del esfuerzo de respuesta
(Experimento 1), ni el aumento de la discrepancia (Experimento 3) fueron efectivos
para detectar CNSi en estas condiciones.

Una serie de estudios previos demuestran que en algunas tareas existe una
diferenciacion en el desempefio de los individuos cuando se emplean entrenamientos
de préactica masiva o distribuida. Por ejemplo, se ha encontrado que las ratas se
desempefian mejor en tareas espaciales (como el laberinto en forma de cruz o tareas
espaciales con claves visuales) cuando los entrenamientos son masivos (e.g., Honey,
1996; Thompson & Thompson, 1949). En otro trabajo, Wingard et al. (2015)
compararon el entrenamiento masivo y el distribuido en una tarea espacial.
Utilizaron un laberinto de Morris acuatico que tenia inmerso un laberinto en cruz.
Los animales debian encontrar una plataforma utilizando claves visuales.
Observaron un mejor desempefio de las ratas entrenadas mediante ensayos masivos.
Por otro lado, estos mismos autores mostraron que el entrenamiento distribuido
llevaba a un mejor desempefio cuando debian orientarse en el espacio sin utilizar
claves visuales (es decir, los sujetos debian recordar el brazo visitado previamente
para dirigirse al brazo inmediatamente a su derecha para encontrar la plataforma). A
partir de esta evidencia, se desprende entonces que existen distintos tipos de
mecanismos que promueven estos tipos de aprendizaje, y que estan regulados de

manera distinta por la experiencia en la tarea y la memoria.
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A su vez, muchos autores acentlan la existencia de multiples sistemas de
memoria, que se diversifican en su funcion y en su anatomia. Una de las areas target
vinculada a las tareas espaciales utilizando claves visuales es el hipocampo, que
ademaés se sabe que participa en la formacion de memorias cognitivas inmediatas
(e.g., Packard & McGaugh, 1996). Se puede especular que el entrenamiento
distribuido beneficia selectivamente el aprendizaje en tareas que no requieren
memoria cognitiva dependiente del hipocampo, mientras que una distribucion
masiva de ensayos puede beneficiar selectivamente el aprendizaje dependiente del
hipocampo (Packard et al., 2013). En este sentido, los estudios de lesidbn muestran
que el CNS instrumental necesita de un hipocampo intacto, mientras que el CNS
consumatorio ocurre ain en animales con lesion hipocampal (Flaherty et al., 1998).

Teniendo en cuenta todos estos antecedentes, resulta interesante explorar el
efecto del entrenamiento masivo en un paradigma de CNSIi, cuestion que sera
abordada en los siguientes experimentos. Por otro lado, también se decidio analizar
si era posible mejorar la estabilidad del desempefio del grupo control aumentando la
recompensa total que los sujetos recibian en una sesion de entrenamiento.

En los Experimentos 4 y 5 se utilizardn entonces las mismas proporciones de
recompensa utilizadas en el Experimento 3 (16/1, 8/1, 4/1, 1/1). En este caso, los
sujetos seran entrenados bajo protocolos de practica masiva (4 ensayos por dia),
donde asi se variara la experiencia diaria que los sujetos tienen con la recompensa.
De esta manera, se espera tener una mejor comprension del valor de la expectativa y
del valor relativo del refuerzo, ya que los animales sufriran una degradacion de la
recompensa de la misma proporcion que en el Experimento 3, pero con una dindmica

distinta de entrenamiento que proporciona una mayor experiencia diaria.

Experimento 4: Ensayos Masivos con 3 sesiones pre-cambio y 6 post-cambio
(Entrenamiento masivo, 3 sesiones de pre-cambio, disparidad 16-8-4-1 pellet)

A fin de comenzar el estudio del efecto del entrenamiento masivo en un paradigma
de CNSi, en el Experimento 4 se propuso un protocolo de adquisicion de 3 sesiones
con ensayos masivos (4 ensayos por sesion), que representan la misma cantidad total
de ensayos pre-cambio que fueron utilizadas en los Experimentos 1, 2 y 3 de esta

Tesis (12 ensayos).

51



Materiales y métodos

Se utilizaron 29 animales distribuidos azarosamente en 4 grupos experimentales que
recibian la misma recompensa que los sujetos del Experimento 3. En este caso, las
sesiones estaban compuestas por 4 ensayos consecutivos, y cada sujeto recibid una
sesion diaria. De esta forma, los animales recibieron la recompensa asignada cuatro
veces por sesion. A esta modalidad de entrenamiento la denominaremos
“Entrenamiento Masivo” (en contraposicion al “Entrenamiento Distribuido”, en el
que los sujetos son expuestos sélo una Unica vez por sesion a la practica
experimental; e.g., una vez cada 24 horas).

En este experimento, los animales fueron expuestos a 2 sesiones de pre-
entrenamiento (15 minutos cada una, idem al Experimento 1). Luego, como se
menciond previamente, se administraron sesiones de 4 ensayos (ITI 30 seg) cada
una: 3 de pre-cambio (12 ensayos totales) y 6 de post-cambio (24 ensayos totales)
(Tabla 3.3). Se administraron mas sesiones de post-cambio para tener una mayor

ventana temporal de registro.

Tabla 3.3. Disefio experimental pre y post-cambio del Experimento 4.

Pre-cambio (3 sesiones; Post-cambio (6 sesiones;

Grupo 4 ensayos c/u) 4 ensayos c/u)
Experimental 16/1 16 micropellets 1 micropellet
Experimental 8/1 8 micropellets 1 micropellet
Experimental 4/1 4 micropellets 1 micropellet

Control 1/1 1 micropellet 1 micropellet
Resultados

Etapa pre-cambio:

En la Figura 3.2 se observa el tiempo de recorrido de todos los grupos a lo largo de
las sesiones. Se decidio graficar y analizar el promedio del tiempo en sesiones (que
incluyen los 4 ensayos diarios), para hacer mas simple la visualizacion de los

resultados.
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Figura 3.2. Tiempo de recorrido (Log s) para todos los grupos, a lo largo de las

sesiones del Experimento 4. Grupos experimentales: 16/1, 8/1, 4/1. Grupo control 1/1.

La linea punteada refiere al cambio de la recompensa en los grupos experimentales.

Se realiz6 un ANOVA de medidas repetidas para la variable Tiempo de
Recorrido indicé un efecto significativo del factor Sesion (Fe67, 41,68) = 62.73, p <
0.0001) y del factor Grupo (F@, 25) = 7.854, p = 0.0007). Posteriormente se realizo el
test de LSD Fisher de comparaciones mdltiples y se obtuvieron diferencias
significativas entre el Grupo Control 1/1 y los Grupos 8/1 y 16/1 para la primera
sesion, entre el Grupo Control y el Grupo 8/1 en la segunda sesion, y entre el Grupo

Control y todos los grupos experimentales en la sesion 3 (p < 0.05).

Etapa post-cambio:

Se realizé un ANOVA de medidas repetidas para el Tiempo de Recorrido para los
factores Sesion y Grupo, y no se encontraron efectos significativos de la interaccion
ni de ninguno de los factores individualmente (ps > 0.05).

Asimismo, se hizo una tabla comparativa (Tabla 3.4) para visualizar el tiempo
de recorrido promedio de cada grupo. Para el caso del pre-cambio, se utilizaron los
altimos 4 ensayos, mientras que para el post-cambio se promediaron todos los
ensayos. Se analizaron estos promedios con un ANOVA de medidas repetidas, que
mostro un efecto significativo de la interaccion Etapa x Grupo (F, 25y = 11.25, p <
0.0001) y de Grupo (F3, 25) = 4.652, p < 0.02). El analisis post-hoc mostré diferencias
significativas entre el control y todos los grupos experimentales en la etapa pre-
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cambio (p < 0.001), y no se detectaron diferencias significativas entre los grupos en

la etapa post-cambio (ps > 0.05).

Tabla 3.4. Tiempo de recorrido promedio (Log s) de todos los grupos en ambas etapas.

Tiempo de Recorrido (Log s)
Grupo Promedio Pre-cambio SEM Promedio Post-cambio SEM

16/1 (n=6) 0.25 0.06 0.67 0.47
8/1 (n=7) 0.14 0.02 0.30 0.10
41 (n=8) 0.33 0.09 0.29 0.11
11 (n=8) 0.75 0.05 0.49 0.04

Experimento 5: Ensayos Masivos 6 sesiones pre-cambio y 6 post-cambio
(Entrenamiento masivo, 6 sesiones de pre-cambio, disparidad 16-8-4-1 pellet)

En este experimento se administraran 6 sesiones diarias de adquisicion (cada una de
4 ensayos). Es decir, un total de 24 ensayos (que en condiciones de entrenamiento
distribuido fueron suficientes para obtener un efecto de CNSi robusto; Fernandez et
al., 2024).

Materiales y métodos

Se usaron 49 animales distribuidos en 4 grupos experimentales que recibian la misma
recompensa que en el Experimento 3 y 4. Fueron expuestos a la misma condicion de
ensayos masivos que se utilizé en el Experimento 4. También recibieron 2 sesiones
de pre-entrenamiento (15 min c/u), y luego 6 sesiones pre-cambio y 6 sesiones post-
cambio (Tabla 3.5).

Tabla 3.5. Disefio Experimental de pre y post-cambio del Experimento 5.

Pre-cambio (6 sesiones;  Post-cambio (6 sesiones;

Grupo 4 ensayos c/u) 4 ensayos c/u)
Experimental 16/1 16 micropellets 1 micropellet
Experimental 8/1 8 micropellets 1 micropellet
Experimental 4/1 4 micropellets 1 micropellet
Control 1/1 1 micropellet 1 micropellet
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Resultados

Etapa pre-cambio:

En la Figura 3.3 se grafica el tiempo de recorrido de todos los grupos, a lo largo de
las sesiones (se promediaron los 4 ensayos por sesion). Se realizé6 un ANOVA de

medidas repetidas para detectar la importancia de los factores Grupo y Sesion. El

analisis indicé un efecto significativo de interaccion Sesion x Grupo (Fs, 240)
1.887, p < 0.0251); ademas, un efecto significativo de Sesion (F(3,393, 162,9)
83.68, p < 0.0001) y un efecto significativo de Grupo (F@, 48) = 6.002, p < 0.0015).
Las comparaciones post hoc mostraron diferencias significativas entre los Grupos
16/1y 4/1 en la sesion 1 (p < 0.04), entre el 16/1 y el 1/1 en la sesién 2, 3, 4,5y 6
(ps < 0.04), entre el Grupo 8/1y el 1/1 en la sesién 5 (p < 0.043), yentre el 4/1 y el
1/1 en la sesion 4 (p < 0.003).

¥ G 16/1n=11 -4 G 8/1n=13 & G4/1n=13 @ G 1/1 n=12
1.5
) 1.0
(]
2
20
o)
= 0.5
0.0

Sesion

Figura 3.3. Tiempo de recorrido (Log s) para todos los grupos, a lo largo de las sesiones del
Experimento 5. Grupos experimentales: 16/1, 8/1, 4/1. Grupo control: 1/1. La linea punteada

refiere al cambio de la recompensa en los grupos experimentales.

Etapa Post-cambio:
Un ANOVA de medidas repetidas indicd un efecto significativo solamente en la
variable Sesion (F,133, 198.4) = 2.797, p < 0.03). Los demas factores no mostraron
efectos significativos (ps > 0.05). El analisis de LSD Fisher indico diferencias
significativas entre la sesion 7 y la 12 para el grupo 16/1 (p < 0.01).

A su vez, se realizé una tabla (Tabla 3.6) donde se describieron las medias del

desemperio en cada etapa, junto con sus SEM. Para el caso de la etapa pre-cambio,
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se tomaron en cuenta las Gltimas 4 sesiones, y para el post-cambio se tuvieron en
cuenta todas las sesiones. Un ANOVA de medidas repetidas indic6 un efecto
significativo de la interaccion Etapa x Grupo (F, 48y = 6.942, p < 0.001), un efecto
significativo del Grupo (F, 48) = 4.235, p < 0.001) y de Etapa (F48) = 14.54, p <
0.004). El analisis post-hoc mostro diferencias significativas entre el grupos control
y todos los experimentales en la etapa pre-cambio (ps < 0.005). Para la etapa post-
cambio se encontraron diferencias significativas entre el Grupo 4/1 y el 16/1 (p <
0.03).

Tabla 3.6. Tiempo de recorrido promedio (Log s) de todos los grupos en ambas etapas.

Tiempo de Recorrido (Log S)

Grupo Promedio Pre-cambio SEM Promedio Post-cambio SEM
16/1 (n=11) 0.31 0.05 0.75 0.03
8/1 (n=13) 0.39 0.10 0.65 0.04
4/1 (n=13) 0.40 0.05 0.58 0.04
1/1 (n=12) 0.77 0.03 0.69 0.04
Discusion

Las Figuras 3.2 y 3.3 (Experimentos 4 y 5) mostraron que bajo estas condiciones no
se obtiene un efecto de contraste. En ambos casos, en la etapa pre-cambio se observan
diferencias entre los grupos experimentales y el control. Por otro lado, en la etapa
post-cambio también se observa que los animales ajustan su nivel de respuesta al
nuevo incentivo y desaparecen las diferencias entre grupos. Si bien, hay una
tendencia en los valores promedios que parece indicar que los animales de los grupos
16/1 tienen un aumento del tiempo de recorrido en la etapa post-cambio, los test
estadisticos no detectan este efecto (de este modo, en estas condiciones parece no
haber diferencias entre grupos luego de la devaluacion). Estos resultados,
contrariamente a lo esperado, son concordantes con la Ley del Efecto postulada por
Thorndike (1898), que propone que el desempefio que puede alcanzar un sujeto es
directamente proporcional a la magnitud del reforzador, y que el ajuste

comportamental ante cambios en la recompensa deberia darse de manera paulatina
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(contrariamente a lo observado en los efectos paradojicos, que no siguen una regla
lineal).

En ambos experimentos se aumentd la discrepancia entre etapas, duplicando la
diferencia de 8/1 que ha sido postulada como la minima necesaria para observar
efecto de contraste (Papini & Pellegrini, 2006). Adicionalmente, en el Experimento
5 se duplico el nimero de ensayos pre-cambio (con respecto al Experimento 4),
aumentando la experiencia con el refuerzo grande previo a la devaluacion. Aun asi,
estas condiciones parecen no ser suficientes para que se exprese el fendmeno de
CNSi.

Al comparar los experimentos que utilizaron un nimero de ensayos y montos
de recompensa similares, pero en condiciones de entrenamiento masivo versus
distribuido, es posible notar ciertas diferencias. En primer lugar, el efecto de la
magnitud del refuerzo en la fase pre-cambio ha sido detectado en los Experimentos
4y 5, pero no en el Experimento 3. Este resultado es notable, ya que los animales en
el Experimento 4 tuvieron el mismo nimero de ensayos que los sujetos del
Experimento 3 (es decir, en ambos experimentos los sujetos recibieron la
recompensa 12 veces antes del cambio). Por lo tanto, esto sugiere que la diferencia
esta en la dindmica de entrenamiento.

Tal como se indic6 anteriormente, en nuestro laboratorio ya habiamos logrado
demostrar un efecto de CNSi por medio de un entrenamiento distribuido, empleando
24 ensayos pre-cambio (Fernandez et al., 2024; Exp. 1). Por otro lado, los resultados
presentados hasta aqui en esta Tesis sugieren que el uso de un entrenamiento masivo
podria ser una estrategia plausible para tratar de reducir el nimero de dias de
entrenamiento requeridos para reproducir de forma consistente este fenémeno.

Tomando en cuenta las observaciones anteriores respecto de los montos de
refuerzo, observamos que el nivel de desempefio del grupo Control en los
Experimentos 4 y 5 fue inestable a lo largo del tiempo (tal vez, esto pueda ser
asignado a que el valor de incentivo de un micropellet no es suficiente para generar
un nivel de respuesta sostenido). Por lo tanto, en el siguiente experimento se utilizé
como recompensa para el grupo control 2 micropellets (en lugar de uno), intentando
obtener asi una respuesta mas robusta y consistente. Ademas, como recompensa del
grupo experimental se propuso utilizar 16 micropellets, para mantener la relacion
8:1. Recordemos que esta discrepancia es reconocida como la minima requerida para

observar un efecto de contraste en un paradigma consumatorio (Papini & Pellegrini,
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2006). La explicacion de dicha proporcion esta en relacion a la Ley de Webber, que
establece que la diferencia perceptible mas pequefia en un estimulo, es proporcional
al valor del estimulo inicial. Esto significa que la capacidad de detectar un cambio
en un estimulo depende de la proporcion del cambio respecto al estimulo original.
En el estudio de Papini & Pellegrini (2006), se aplicaron distintas discrepancias entre
la etapa pre y post-cambio, y se obtuvo un mayor efecto cuando se devaluaron las
soluciones de sacarosa de 32% a 4% y de 16% a 2%. Como se menciond
anteriormente, el fendmeno de CNS resulta fundamental para entender el valor
relativo que se le asigna a un refuerzo y, por lo tanto, el estudio de la minima
discrepancia necesaria para obtener un efecto es imprescindible para lograr
consistencia en los protocolos.

Resumiendo, considerando la evidencia previa y la manipulacion de la
magnitud de la recompensa y la experiencia (cantidad de préactica) realizada hasta el
momento en la presente Tesis, en el Experimento 6 se planted mantener la proporcion
8:1 entre etapas, pero aumentando la magnitud del refuerzo més pequefio a 2
micropellets (discrepancia 16/2) y aumentando el nimero de sesiones pre-cambio
(de 6a 12).

Experimento 6: Ensayos Masivos 12 Sesiones pre-cambio y 8 post-cambio

(Entrenamiento masivo, 12 sesiones de pre-cambio, disparidad 16-2 pellets)

Como ya se menciond, un problema potencial con la pequefia magnitud de
recompensa utilizada en el grupo Control de los experimentos anteriores (un pellet),
es que puede no ser incentivo suficiente para permitir que emerja el efecto de CNSi.
Si efectivamente el desempefio de los controles con una pequefia cantidad de comida
es tan bajo y poco consistente, existe la posibilidad de que el efecto de la devaluacion
en el grupo experimental no se llegue a diferenciar por debajo del grupo control ya
que el desemperio de ambos es muy bajo. De hecho, en el Experimento 5 hubo cierta
evidencia de un efecto emergente en el Grupo 16/1 durante la Gltima sesion post-
cambio, lo que podria sugerir un inicio demorado del fenémeno (ver Figura 3.3).
Asi, con el fin de aumentar las diferencias entre grupos en la etapa post-cambio, en
el Experimento 6 se utilizé el mismo procedimiento anterior, pero (1) duplicando el

nimero de ensayos pre-cambio, y (2) realizando una devaluacion de 16 a 2 pellets.
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Materiales y métodos

Fueron utilizados 15 animales, que recibieron 2 sesiones de pre-entrenamiento (15
min c/u), como en los casos anteriores. Luego fueron sometidos a 12 sesiones diarias
de pre-cambio y 8 sesiones diarias de post-cambio. Cada sesion constaba de 4
ensayos separados por un intervalo de 30 segundos. Para los Grupos 16/2 (n=7) y
2/2 (n = 8), cada ensayo de pre-cambio termind con 16 o 2 pellets, respectivamente.
Por lo tanto, los Grupos 16/2 y 2/2 recibieron un total de 64 o 8 pellets por sesion,
respectivamente. Cada ensayo de post-cambio termind con 2 pellets para todos los
animales.

Al final de cada sesion, el suelo del aparato fue limpiado con un pafio himedo
impregnado en una solucion al 70% de etanol. Todas las demés condiciones y anélisis

estadisticos fueron llevados a cabo segun lo descrito en el Experimento 1.

Tabla 3.7. Disefio Experimental de pre y post-cambio del Experimento 6.

Grupo Pre-cambio (12 sesiones; Post-cambio (6 sesiones;
4 ensayos c/u) 4 ensayos c/u)
Experimental 16/2 16 micropellets 2 micropellets
Control 2/2 2 micropellets 2 micropellets

Resultados

Etapa Pre-cambio:

En la Figura 3.4 se observa el tiempo de recorrido de los grupos expresado en
logaritmo de segundos, a través de las sesiones. Un ANOVA de medidas repetidas
mostro un efecto significativo de la variable sesion (Fa.4gs, 58,34y = 30.17, p < 0.0001)
y un efecto del grupo (F(, 13) = 10.83, p < 0.0058).
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Figura 3.4. Tiempo de recorrido (Log s) para todos los grupos del Experimento 6, a lo
largo de las sesiones. Grupo experimental: 16/2. Grupo control 2/2. La linea punteada

refiere al cambio de la recompensa en el grupo experimental.

Etapa Post-cambio:

Aplicado al periodo de post-cambio, el ANOVA arroj6 un efecto significativo de la
interaccion Sesion x Grupo (F,e1) = 3.400, p < 0.0029), de Sesion (F(s 786, 62,22) =
3,528, p < 0.0079) y de Grupo (F,13) = 7.348, p < 0.0178). Por otro lado, un analisis
post hoc con LSD Fisher indico diferencias significativas entre los grupos en las
sesiones 14, 15, 16 y 17 (ps < 0.05).

A su vez, en la Tabla 3.4 se expresaron los tiempos promedio de recorrido de
los grupos en cada etapa. Para el caso del pre-cambio se tomaron en cuenta todas las
sesiones excluyendo la 1 y la 2. Para el caso del post-cambio se tomaron en cuenta
todas las sesiones. Se realiz6 un ANOVA de medidas repetidas analizando la
relevancia de los factores Etapa y Grupo. El andlisis arrojé un efecto significativo de
la interaccion Etapa x Grupo (F(1, 13)= 26.09, p < 0.001) y del factor Etapa (F, 13) =
14.16, p < 0.002). En analisis post-hoc mostro diferencias significativas entre etapas
para el grupo 16/2 (p < 0.0001).

Tabla 3.7. Tiempo de recorrido promedio (Log s) de todos los grupos en ambas etapas.

Tiempo de Recorrido m(Log s)

Grupo Promedio Pre-cambio SEM Promedio Post-cambio SEM

16/2 (n=7) 0.22 0.04 0.61 0.06

2/2 (n=8) 0.51 0.04 0.40 0.03
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Por otro lado, en la Figura 3.5 se grafica el desempefio de los grupos en cada
ensayo por separado (desde el ensayo 1 al ensayo 4). Es decir, que para cada sesion
se analiz6 un Unico ensayo, segun el orden correspondiente. Para esto, se realizaron
ANOVAs de medidas repetidas para cada ensayo, analizando como factores

principales el Grupo y la Sesion (de la misma forma que se analizaron los promedios

por sesion).
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Figura 3.5. Tiempo de Recorrido (Log s) discriminado por ensayos. En cada grafico se observa el

tiempo de recorrido promedio de cada grupo en cada uno de los ensayos por separado.

Primer ensayo: para el caso del ensayo 1, se encontraron efectos significativos de
Sesidn (Fss9, 46,66) = 31.46, p < 0.0001) en la etapa pre-cambio. En la etapa post-
cambio no se encontraron efectos significativos de ningun factor (p > 0.5).

Segundo ensayo: en la etapa pre-cambio, en analisis arrojé un efecto significativo de
Sesion (F 736, 61,57 = 11.88, p < 0.0001) y grupo (F, 13) = 9.244, p < 0.0095). Para
la etapa post-cambio, los resultados arrojaron un efecto significativo de la interaccién
Sesion x Grupo (Fz7,91) = 2.693, p <0.0139) y del Grupo (F(1,13) = 5.324, p < 0.0381).
El analisis post-hoc mostrd diferencias significativas entre grupos para la sesion 15
(p <0.0137).
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Tercer ensayo: para la etapa pre-cambio, el andlisis arrojé un efecto significativo de
Sesion (Fs,ss0, 76,04 = 14.46, p < 0.0001) y Grupo (F, 13y = 17.73, p = 0.0010). Para
la etapa post-cambio, se encontr6 un efecto significativo del factor grupo (F, 13) =
4.878, p < 0.0458).

Cuarto ensayo: en la etapa pre-cambio, se encontraron efectos significativos de
Sesion (Fs 572, 72.44) = 12.23, p < 0.0001) y de Grupo (F(, 13) = 7.093, p = 0.0195).
Para la etapa post-cambio se encontraron efectos significativos de la interaccion
Sesion x Grupo (Fz,91) = 2.600, p < 0.0172) y de Grupo (F, 13 = 7.582, p < 0.0164).
El analisis de LSD Fisher mostr6 diferencias significativas entre grupos para las
sesiones 14 (p < 0.0014) y 16 (p < 0.0169).

Discusion
Los resultados obtenidos utilizando un entrenamiento masivo (4 ensayos por sesion
diaria), 12 sesiones de pre-cambio y una disparidad 16/2 pellets, indican que se logra
expresar un efecto de CNSi robusto. Asi, es posible observar un empeoramiento del
desempefio del grupo experimental luego de la devaluacién, en comparacion con el
grupo control, y un periodo posterior de recuperacion de la respuesta caracteristica
del fendmeno.

Es interesante resaltar como es la dindmica del desempefio intra-sesion (Figura
3.5). En primer lugar, se observa que en los primeros ensayos de cada sesion los
sujetos del grupo experimental y control no difieren en la conducta. Esto sugiere que
ambos grupos estdn motivados para obtener el refuerzo (lo que confirma que el
aumento de la cantidad de pellets recibidos por el grupo control promovié un
desempefio consistente a lo largo del entrenamiento). A su vez, en el primer ensayo
de cada sesién post-cambio, el grupo experimental mantiene la respuesta
instrumental adquirida en la fase pre-cambio. El efecto de CNSi se observa en los
ensayos subsiguientes, en los cuales se detecta un aumento del tiempo de recorrido.
Este efecto, segun la teoria, se debe a un proceso emocional de alejamiento del
espacio donde fue devaluada la recompensa (que representa un espacio asociado a
un evento aversivo). Hacia las Gltimas sesiones, el desempefio intra-sesion de los
sujetos experimentales tienden a asemejarse al de los controles. Tal como se
describio previamente en el Capitulo 1, el efecto de CNSi se produce de manera
anticipatoria; es decir, en los ensayos posteriores a la devaluacién, los sujetos

comienzan a cambiar de estrategia comportamental para alejarse del lugar donde
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ocurrio el evento aversivo. De esta forma, en el primer ensayo post-cambio (sesion
13) no se observa disminucion del desempefio, mientras que el efecto de la
devaluacion si se observa en los siguientes ensayos de esa misma sesion (Figura 3.5).
Este patron de comportamiento se ha explicado en relacion al fendmeno denominado
sensory carry over (persistencia sensorial). Este fendmeno se refiere a la posibilidad
de que un breve intervalo entre ensayos pueda permitir que los efectos secundarios
de un ensayo (e.g., efectos secundarios sensoriales 0 de memoria a corto plazo)
controlen el comportamiento en el ensayo posterior (Hull, 1952; Sheffield, 1949).
Finalmente, es importante destacar que en este experimento se conservo la
discrepancia 8:1, estudiada previamente en fendmenos de CNSc (Papini & Pellegrini
2006). A su vez, se mantuvieron los 12 dias de entrenamiento utilizados en los
experimentos de entrenamiento distribuido, donde no se habia logrado expresar un
efecto de contraste (por ejemplo, Experimentos 1, 2 y 3 de esta Tesis, y Exp. 1 de
Fernandez et al., 2024). Al mismo tiempo, se duplicé la cantidad de sesiones de
entrenamiento pre-cambio respecto al Experimento 5 de esta Tesis, y se cuadriplicd
con respecto al Experimento 4. Bajo estas condiciones de discrepancia y experiencia,
el efecto de CNSi es robusto, observandose diferencias significativas entre los grupos
en la etapa post-cambio. Esto sugiere que el fendbmeno de CNSi, ademas de una
discrepancia minima en los refuerzos, también necesita de una experiencia previa
minima con la recompensa y el contexto que permita generar una expectativa certera
para el animal. Esta expectativa parece formarse méas fuertemente en protocolos de
ensayos masivos que distribuidos, lo que provoca que el efecto negativo de la
devaluacion repercuta visiblemente en la conducta. Por lo tanto, utilizando estas
condiciones en nuestro modelo experimental en ratas Long Evans, obtuvimos un
protocolo robusto que nos permitird continuar con el analisis de variables
comportamentales relacionadas con el efecto emocional negativo de la devaluacion

de la recompensa, asi como también el estudio de las bases neurales del fenémeno.

Experimento 7: CNSi y Registros comportamentales en la caja meta

En todos los experimentos presentados hasta aqui, se evalud la frustracion midiendo
Unicamente el desemperio a través del tiempo de recorrido en una tarea instrumental.

Dado que el efecto de CNS se explica como una respuesta emocional frente a la
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devaluacién sorpresiva de una recompensa, otras conductas observables podrian
estar también afectadas después de este cambio inesperado. Por lo tanto, en este
experimento se registr6 mediante una videocamara la conducta de los animales en el
compartimiento meta durante los dos minutos que disponen para consumir el
refuerzo (tiempo de reforzamiento). Las conductas que se registraron estan
relacionadas a respuestas de estrés y ansiedad: la locomocion y el rearing (0
exploracién vertical). A su vez, se analizdé también la cantidad de veces que los
sujetos metian la cabeza en el comedero. Asi, en este ultimo experimento del capitulo
se tratd de describir la expresion emocional del efecto de CNSi. Para esto, se
compararon grupos experimentales y controles que ejecutaban la respuesta
instrumental en el corredor recto para obtener la recompensa (usando los mismos
parametros que en el Experimento 6), con animales que recibian la misma dindmica
de reforzamiento, pero directamente en la caja meta (sin recorrer el corredor recto).
Debido a que las teorias del aprendizaje predicen que la valuacion del incentivo se
modifica en relacion al esfuerzo necesario para obtenerlo, se espera visualizar en las
variables conductuales antes citadas una diferencia entre aquellos sujetos que debian
realizar una respuesta para obtener un refuerzo, de aquellos que no tienen ese
requerimiento de respuesta. Es importante considerar también que esta es la primera
vez que se realiza un analisis de estas caracteristicas en el estudio de conductas
emocionales luego de una devaluacion de la recompensa. Por lo tanto, los resultados
que se presentan a continuacion constituyen un andlisis exploratorio de los datos
obtenidos (siendo considerados resultados preliminares de una primera replica, que
seré necesario ampliar a futuro).

Asi, con el presente disefio, este experimento permite explorar también el
efecto de la respuesta instrumental de recorrido sobre las otras variables

comportamentales utilizadas para evaluar cambios emocionales.

Materiales y Método

Se usaron 22 sujetos divididos azarosamente en 4 grupos (Tabla 3.8): 2 de los grupos
fueron idénticos a los del Experimento 6 (grupo Experimental 16/2 y Control 2/2).
Los otros 2 grupos también fueron un grupo experimental y otro control, pero que
recibieron la recompensa en la caja meta, sin recorrer el corredor recto (grupo
Experimental 16/2 CM y Control 2/2 CM). Para esto, los sujetos eran colocados

directamente en la caja meta, y luego extraidos después de los 2 minutos
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correspondientes al tiempo de reforzamiento de cada ensayo (se conservo el intervalo

inter-ensayo de 30 segundos).

Tabla 3.8. Disefio Experimental de pre y post-cambio del Experimento 7. CM: refiere a caja meta.

Pre-cambio (12 sesiones; Post-cambio (8 sesiones;

Grupo
4 ensayos c/u) 4 ensayos c/u)
Experimental 16/2 (n=6) 16 micropellets 2 micropellets
Control 2/2 (n=6) 2 micropellets 2 micropellets
Experimental 16/2 CM (n=5) 16 micropellets 2 micropellets
Control 2/2 CM (n=5) 2 micropellets 2 micropellets

Se analizaron las conductas de los sujetos en la sesién 12 (ultima de pre-

cambio) y las sesiones 13, 14 y 15 (primeras 3 de post-cambio).

Anédlisis de videos:

Se grabaron videos en la caja meta utilizando una webcam (Genius, Ecam 8000 Full
HD, China, CA) y se analizaron empleando el software Boris (Behavioural
Observation Research Interactive Software; http://www.boris.unito.it) (Friard &
Gamba, 2016). Se determin la frecuencia de distintos comportamientos asociados a
respuestas de estrés (Figura 3.6).

Variables comportamentales:

1.- Rearing: cuando el animal se para en sus dos patas traseras, apoyandose 0 no
contra las paredes del runway. Se contabilizé el total de eventos por sesion y por
ensayo.

2.- Ingresos al comedero: cuando el animal mete la cabeza en el comedero. Pueden
verse 0 no las orejas, pero la cabeza siempre esta ocluida por la pared del comedero.
Se contabilizd el total de eventos por sesion y por ensayo.

3.- Ambulacién: se evaluaron “eventos” de ambulacion, definido como el lapso entre
el inicio del movimiento y el momento en el que el animal se queda quieto. Se

contabilizo el total de eventos por sesion y por ensayo.
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Figura 2.6. Vista superior de la caja meta en el Experimento 7 donde se pueden observar algunas de

las conductas registradas. (a) Ingreso al comedero. (b), (c) y (d) Rearing (fotos obtenidas de los

videos analizados).

Resultados

Etapa Pre-cambio:

La Figura 3.7 representa el tiempo de recorrido de los grupos “completos” (que
realizaron la tarea instrumental previa). Un ANOVA de medidas repetidas para la
etapa pre-cambio indicd que existe un efecto significativo de la Sesion (F s 3ss, 5355)
=13.77,p <0.0001) y del grupo (F, 100 = 10.30, p = 0.0093).

Etapa Post-cambio:

En el periodo de post-cambio se encontré un efecto significativo de la interaccion
Sesion x Grupo (F@, 700 = 2.922, p < 0.0097), pero no se registraron efectos
significativos de los demas factores. Un analisis post hoc de LSD arrojé diferencias

significativas entre grupos en la sesion 15 (p < 0.0183).
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- 16/2 n=6 o 2/2 n=6
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Tiempo de Recorrido

0.0
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Figura 3.7. Tiempo de recorrido (Log s) para los grupos 16/2 o 2/2 del Experimento 7 a

lo largo de las sesiones. Grupo experimental: 16/2. Grupo control: 2/2. La linea punteada

refiere al cambio de la recompensa en el grupo experimental.

Andlisis de videos:

de ambulacidn por etapa, por sesidn y por ensayo, respectivamente.

Ambulacion: en las Figuras 3.8, 3.9 y 3.10 se visualizan los promedios de eventos

En primer lugar, se muestran los promedios de eventos de ambulacion de cada

grupo comparando la etapa pre-cambio con la etapa post-cambio (Figura 3.8).

60

Promedio de eventos de Ambulacidn por etapa

Eventos

Pre Post Pre Post Pre Post Pre Post

 16/2 m 22 B 16/2CM m 2/2CM

Figura 3.8. Promedio de eventos de ambulacion de cada grupo del Experimento 7 en
la etapa pre-cambio y en la etapa post-cambio. Grupos experimentales: 16/2 y 16/2 CM

(Caja meta). Grupos controles: 2/2 y 2/2 CM (Caja meta).
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En el caso de los promedios por etapa, se comparo la tltima sesion pre-cambio
con un promedio de las sesiones 13, 14 y 15 (que corresponden a la primera, segunda
y tercera sesion post-cambio). De manera preliminar, se puede observar que los
grupos experimentales parecen mostrar un cambio en su conducta, aumentando la
cantidad de eventos de ambulacién luego de la devaluacién de la recompensa. A su
vez, para el caso de los grupos que recorren el corredor recto, se observa que el grupo
experimental ambula mas que el grupo control en la etapa post-cambio. Se realiz6
un ANOVA de tres vias indicando como factores Etapa, Respuesta (para indicar la
condicion de respuesta de los sujetos: Instrumental/Caja Meta) y Refuerzo (para
indicar el grupo del sujeto: Experimental/Control). El analisis estadistico arrojo un
efecto significativo de la interaccién Etapa x Recompensa (F,18 = 7.535, p <
0.0133), de la interaccion Respuesta x Recompensa (F,18) = 5.899, p < 0.0258). A
su vez, se encontrd un efecto significativo del factor Recompensa (F,18) = 5.425, p
< 0.0317) y del factor Etapa (F,18) = 44.71, p < 0.0001).

80 . -z ..
Promedio de eventos de Ambulacion por sesion

Eventos

Sesion

 16/2 m 2?2 B 16/2CM I 2/2CM

Figura 3.9. Promedio de eventos de ambulacién de cada grupo por sesién. Se grafica con linea
punteada el comienzo de la etapa post-cambio. Grupos experimentales: 16/2 y 16/2 CM (Caja

meta). Grupos controles: 2/2'y 2/2 CM (Caja meta).

A su vez, se analizaron los promedios por sesion (Figura 3.9), para verificar
cdémo la conducta de ambulacion se comportaba a lo largo de las sesiones. Los datos
parecen mostrar que luego de la devaluacion, los sujetos del grupo experimental 16/2
(“instrumental”) ambulan mas en todas las sesiones post-cambio, en comparacion

con sus controles. Por otro lado, pareceria que los animales del grupo experimental
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16/2 CM (“Caja meta”) también ambulan mas que en la etapa pre-cambio, pero no
se replica la misma dindmica que en el caso de los grupos instrumentales. Ademas,
de manera interesante, los sujetos en la sesién 13 ya muestran un cambio en la
conducta, que no repercute en la respuesta instrumental. Para comprobar esta
tendencia, se realiz6 un ANOVA de dos vias de medidas repetidas, para evaluar el
efecto del factor Sesion y del factor Grupo. El analisis estadistico arrojo Unicamente
un efecto significativo de Sesion (F(643, 4758 = 25.29, p < 0.0001). Los demas

factores no indicaron efectos significativos (p > 0.5)

Promedio de eventos de ambulacion por ensayo

Pre-cambio Post-cambio

204

Eventos

Ensayo

W 162C m 22C Il 16/2CM Il 22CM

Figura 3.10. Promedio de eventos de ambulacién por ensayo (se agrupan dentro de
rectangulos todos los ensayos que pertenecen a una misma sesion. Grupos experimentales:
16/2 y 16/2 CM (Caja meta). Grupos controles: 2/2 y 2/2 CM (Caja meta).

Considerando el tipo de desempefio intra-sesion que se discutio en el
Experimento 6, se propuso analizar también el comportamiento de la variable
ambulacion ensayo por ensayo (Figura 3.10). De manera interesante, se observa que
el mayor numero de eventos de ambulacion se da en el primer ensayo post-
devaluacién en el grupo experimental 16/2 instrumental. A su vez, en este mismo
grupo se mantiene una tendencia de desempefio decreciente en todas las sesiones
post-cambio, donde el mayor nimero de eventos se observa en el primer ensayo, y
luego disminuye a lo largo de los subsiguientes. Un ANOVA de dos vias, indico un
efecto significativo de la interaccion Ensayo x Grupo (F(s3, 198) = 1.552, p < 0.0360).
El analisis post-hoc no detectd diferencias significativas en ninguno de los ensayos

post-cambio (p > 0.5).
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Rearing: En las Figuras 3.11, 3.12 y 3.13 se graficaron los eventos de rearing por
etapa, por sesion y por ensayo respectivamente. Se realizaron los mismos analisis
que para el caso de la ambulacion.

En primer lugar, analizando el comportamiento por etapas (Figura 3.11) se
observa un aumento de los eventos de rearing luego de la devaluacién en ambos

grupos experimentales.

50
Promedio de eventos de rearing por etapa

Eventos

Pre Post Pre Post Pre Post Pre Post

B 16/2 m 22 B 16/2CM l 22CM

Figura 3.11. Promedio de eventos de rearing de cada grupo del Experimento 7 en la etapa pre-
cambio y en la etapa post-cambio. Grupos experimentales: 16/2 y 16/2 CM (Caja meta). Grupos
controles: 2/2'y 2/2 CM (Caja meta).

Por otro lado, pareceria que el grupo experimental 16/2 instrumental, aumenta
los eventos de rearing aun mas que su control, mientras que esta tendencia no se
replicaria en los grupos de caja meta. Se realiz6 un ANOVA de tres vias de medidas
repetidas que arrojo un efecto significativo de la interaccion Etapa x Recompensa
(F,18 =1.642, p < 0.2163), del factor Recompensa (F(1, 18y =5.788, p < 0.0271) y
del factor Etapa (F1,18) = 13.69, p < 0.0016).

Para el caso del promedio de eventos entre sesiones (Figura 3.12), se observa
un aumento de dichos eventos en las sesiones post-cambio por parte de ambos grupos
experimentales. La tendencia parece indicar que en las sesiones post-cambio los
animales del grupo Experimental 16/2 instrumental aumentarian su conducta de

rearing por encima de los controles, lo que se replica sélo en la primera sesion post-
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cambio en los sujetos Experimentales 16/2 CM (caja meta). Un ANOVA de dos vias
arrojo un efecto significativo de la interaccion Sesion x Grupo (Fes4) = 2.424, p <
0.0216). Pero el andlisis post-hoc sélo mostré diferencias significativas entre el
grupo Experimental 16/2 y el Control 2/2 en la sesion 14 (es decir, la segunda sesion

post-cambio) (p < 0.0009).

507 Promedio de eventos de rearing por sesion

* ok K
—

Eventos

Sesion
| 16/2 m 2?2 | 16/2CM W 22CM
Figura 3.12. Promedio de eventos de rearing de cada grupo por sesion. Se grafica con linea

punteada el comienzo de la etapa post-cambio. Grupos experimentales: 16/2 y 16/2 CM

(Caja meta). Grupos controles: 2/2'y 2/2 CM (Caja meta).

Para el caso del promedio de eventos por ensayo (Figura 3.13), se observa en
general un aumento del rearing en los grupos experimentales en comparacion con
sus controles en ambas condiciones. A su vez, pareceria que este efecto se diluye en
la Ultima sesion. Sin embargo, el analisis de ANOVA de medidas repetidas del
promedio de eventos por ensayo no arrojé efectos significativos de la interaccién (p
> 0.08).
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Promedio de eventos de rearing por ensayo

Pre-cambio Post-cambio

Eventos

Ensayo
m 1612C m 22C B 16/2 CM B 22 CM

Figura 3.13. Promedio de eventos de rearing por ensayo. Se agrupan dentro de rectangulos
todos los ensayos que pertenecen a una sesion. Grupos experimentales: 16/2 y 16/2 CM (Caja
meta). Grupos controles: 2/2 'y 2/2 CM (Caja meta).

Comedero: En las Figuras 3.14, 3.15 y 3.16 se graficaron los eventos de ingreso al

comedero por etapa, por sesidn y por ensayo respectivamente.

En el caso de los eventos por etapa (Figura 3.14), parece observarse un efecto

opuesto entre los grupos experimentales, ya que los animales del grupo 16/2

instrumental luego del cambio tienden a aumentar sus ingresos al comedero, mientras
que los del grupo 16/2 CM (caja meta) tienden a disminuirlos. Sin embargo, un

ANOVA de tres vias indicd que no hay efectos significativos de ningun factor

(Recompensa, Respuesta y Etapa) (p > 0.1).

307 Promedio de eventos de ingresos al comedero por etapa

Eventos

Pre Post Pre Post Pre Post Pre Post

I 16/2 . 2?2 I 16/2CM I 22CM

Figura 3.14. Promedio de eventos de ingresos al comedero de cada grupo del
Experimento 7 en la etapa pre-cambio y en la etapa post-cambio. Grupos experimentales:

16/2 y 16/2 CM (Caja meta). Grupos controles: 2/2 y 2/2 CM (Caja meta).

72



40 Promedio de eventos de ingreso al comedero por sesion

30

Eventos

Sesion
| 162 u 22 W 16/2CM W 22CM

Figura 3.15. Promedio de eventos de ingresos al comedero de cada grupo por sesion.
Grupos experimentales: 16/2 'y 16/2 CM (Caja meta). Grupos controles: 2/2'y 2/2 CM

(Caja meta). Se grafica con linea punteada el comienzo de la etapa post-cambio.

Por otro lado, para el analisis por sesién (Figura 3.15), parece observarse que
no hay diferencias entre los grupos en las sesiones post-cambio. Un ANOVA de dos

vias no arrojé efectos significativos de ninguno de los factores, ni Sesion ni Grupo

(p > 0.36).

Promedio de eventos de ingresos al comedero por ensayo

Pre-cambio Post-cambio

Eventos

Ensayo
m 16/2C I 22C B 16/2CM I 22CM

Figura 3.16. Promedio de eventos de ingresos al comedero por ensayo. Se agrupan dentro de
rectangulos todos los ensayos que pertenecen a una sesién. Grupos experimentales: 16/2 y
16/2 CM (Caja meta). Grupos controles: 2/2 y 2/2 CM (Caja meta).

En el caso del andlisis por ensayo (Figura 3.16), parece que el grupo
experimental 16/2 instrumental aumenta la cantidad de eventos de ingreso al

comedero en los Ultimos ensayos de cada sesion, aunque no es una tendencia clara.
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En este caso, un ANOVA de dos vias de medidas repetidas (Grupo x Ensayo),
tampoco encontré efectos significativos analizando el comportamiento de la variable

a lo largo de los ensayos (p > 0.39).

Discusion

Es importante destacar que este experimento reproduce el efecto de contraste
instrumental mostrado en el Experimento 6, lo cual sugiere que el protocolo
desarrollado a lo largo de este capitulo mostrd ser consistente y replicable. A su vez,
introdujo nuevas variables registradas en el protocolo de CNSi, presumiblemente
asociadas a estados emocionales aversivos.

En primer lugar, se logré detectar un aumento significativo en la conducta de
rearing en la segunda sesion post-cambio en la condicién instrumental. El rearing
(o exploracion vertical) puede ser interpretado como una conducta de escape 0
comportamiento defensivo, cuando se trata de ambientes aversivos o negativos. En
situaciones donde los animales se sienten amenazados 0 ansiosos, el rearing tiende
a ser un comportamiento dominante en las respuestas iniciales (Lever et al., 2006).
Al mismo tiempo, esta conducta también puede relacionarse con la novedad, y esta
fuertemente ligada a la actividad hipocampal (Lever et al., 2006). Estudios previos
en un contexto de disminucion de soluciones azucaradas en un open field, mostraron
aumento de esta conducta, asi como de la ambulacion (Flaherty et al., 1978). A su
vez, estudios en CNSc utilizando soluciones azucaradas y galletitas dulces como
recompensas, en una caja de condicionamiento, lograron mostrar el aumento de estas
variables al mismo tiempo que una reduccién en el consumo de las recompensas
menos preferidas (Pellegrini & Mustaca, 2000).

La variable ambulacion pareceria también mostrar un aumento luego del
cambio en los grupos devaluados, pero se presenta un aumento mayor a sus controles
solamente en el caso del grupo 16/2 instrumental. Es decir, se presenta una tendencia
similar a la conducta de rearing, aunque no se logro detectar significancia estadistica.
En general, esta variable estd ampliamente utilizada en el contexto de modelos de
ansiedad en open field (Harro, 2018). Por otro lado, los datos presentados son
preliminares dado que la muestra utilizada es pequefia. Los estudios
comportamentales en mamiferos, y sobre todo en el estudio de fendmenos
emocionales labiles como es el CNSi, suelen requerir de muestras grandes para

obtener resultados significativos estadisticamente. Sin embargo, al ser un
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experimento exploratorio, se propuso hacer una discusion de los datos obtenidos a
pesar de la falta de significancia estadistica.

De manera interesante, estas conductas en el caso de los animales
experimentales 16/2 instrumentales aumentan méas que sus controles luego del
cambio. Esto significa que el cambio en estas conductas no estd ligado
exclusivamente al tiempo requerido para consumir la recompensa, el cual podria
estar influenciando el abanico de comportamientos en la etapa pre-cambio. En la
etapa post-cambio, todos los sujetos estan consumiendo la misma recompensa, y en
esa instancia, los grupos experimentales 16/2 instrumentales muestran diferencias en
el promedio de eventos de rearing y de ambulacion, en comparacion con sus
controles. Estas diferencias parecerian estar expresando el fendmeno emocional.

A su vez, los resultados de ingresos al comedero son interesantes, ya que
parece no haber diferencias entre grupos en la etapa post-cambio. Esto podria indicar
que hay cierta variabilidad en esta conducta y tal vez no sea representativa del estado
emocional del sujeto en el momento de la devaluacion. Una de las hipotesis del
cambio de conducta luego de la devaluacion de una recompensa, responde a este
cambio como un aumento de la busqueda de la recompensa perdida (Elliot, 1928).
En este caso, la falta de diferencias en los ingresos al comedero pareceria indicar que
los sujetos no estarian en blsqueda de la recompensa.

De esta forma, habiendo puesto a punto un procedimiento robusto para
registrar el CNSi, surge un nuevo nivel de andlisis del fendmeno de contraste
instrumental: el estudio de los mecanismos neurales que subyacen al mismo, tratando
de diferenciar a los sujetos del grupo 16/2 experimental instrumental, del grupo
experimental 16/2 caja meta. En estos dos grupos, la devaluacién de la recompensa
y la dindmica de entrenamiento es la misma, pero la respuesta conductual ante el
cambio sorpresivo no pareceria ser igual. Los grupos 16/2 caja meta y 2/2 control
caja meta, a su vez, parecen tener un comportamiento distinto en la etapa post-
cambio, que no se asemeja a la relacion que tiene la condicion 16/2 y 2/2
instrumental. El efecto de CNSi ocurre de forma anticipatoria (antes del contacto con
la recompensa), durante el recorrido en el pasillo del corredor recto y también una
vez que el sujeto entra en la caja meta. El contacto con la recompensa puede producir
un efecto de CNSc; es decir, un efecto relacionado con el consumo de la recompensa.
Este experimento parece mostrar que estos dos efectos son disociables, por lo que la

devaluacién de la recompensa en si no produce los mismos efectos en los animales
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gue no ejecutaron una respuesta instrumental para obtenerla. En este sentido, existe
evidencia de que la devaluacion de sacarosa en un corredor recto no muestra el efecto
CNSi; pero los mismos animales muestran efectos CNSc en la caja de meta (Flaherty
& Caprio, 1976; Sastre et al., 2005). A su vez, también se observa una disociacion
de estos efectos en algunos de los mecanismos neurales que los subyacen. Por
ejemplo, lesiones del Hipocampo o del Nucleo Accumbens (NAC) interfieren con el
efecto CNSi sin afectar el efecto CNSc (Eagle et al., 1999; Flaherty et al., 1998;
Leszczuk & Flaherty, 2000). En particular, Leszczuk & Flaherty (2000) plantean que
los requisitos energéticos de acercarse a la recompensa desde cierta distancia en el
corredor recto hicieron que las ratas fueran mas sensibles al efecto de las lesiones en
el NAc de lo que ocurria cuando sélo se requeria una respuesta consumatoria. La
idea de que el NAc puede estar involucrado en esta diferencia del efecto anticipatorio
del CNSi tiene que ver con resultados previos, los cuales indican que la interferencia
con la transmision de dopamina en el NAc afecta los aspectos activacionales de la
motivacion por una recompensa alimenticia, pero deja intactos los aspectos
direccionales (Salamone et al., 2017). A su vez, las tareas motivadas por comida, que
tienen requisitos de respuesta minimos, tienden a ser relativamente insensibles a la
interferencia con la transmision de dopamina; mientras que las tareas que implican
mayores costos de respuesta tienden a ser mas sensibles a las manipulaciones de
dopamina. Estos resultados podrian constituir una explicacion plausible de los
resultados hallados en este experimento: la existencia de diferencias en la variacion
de la conducta entre los grupos que recorrieron el corredor recto y aquellos que s6lo
ejecutaban una respuesta consumatoria. Por otro lado, hay una gran cantidad de
bibliografia que relaciona aspectos motivacionales con el circuito del refuerzo, la
dopaminay con la locomocion. Por ejemplo, las depleciones de dopamina en el NAc,
0 su antagonismo, suprimen la ambulacion inducida por novedad (Salamone et al.,
2007). A su vez, la presentacion de pellets de comida a ratas con restriccion
alimentaria puede inducir varios tipos de actividad como correr en rueda y el
aumento de la locomocion; justamente, estas actividades han demostrado estar
acompafiadas por aumentos en la liberacion de dopamina en el NAc (McCullough &
Salamone, 1992) y suprimidas por depleciones de dopamina en el NAc (McCullough
& Salamone, 1992; Robbins & Koob, 1980).

Resulta sumamente interesante entender como el esfuerzo por realizar una

tarea parece influir en la respuesta de los sujetos ante la devaluacion de la
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recompensa, y como esto también parece estar relacionado con la motivacion, lo que
se visualiza en la respuesta de frustracion. Otra posible explicacion de este efecto se
puede dar en relacion a la formacion de la expectativa, porque los sujetos que no
recorren el runway podrian no generar una asociacion fuerte entre la respuesta y la
recompensa, como si sucede en los grupos que pueden anticipar el resultado de su
conducta (al menos en la etapa pre-cambio). Esta hipotesis podria ponerse a prueba
aumentando el tiempo de exposicion con la recompensa en la caja meta. Como se
explico durante este capitulo, el fendbmeno de contraste requiere de parametros
minimos para expresarse, Y tal vez se requiera de una experiencia mayor en la tarea
y en el aparato para que los sujetos hagan una evaluacion certera del incentivo, cuya

devaluacién evoque una respuesta de frustracion.

Conclusién general

Los resultados de este capitulo dieron cuenta de los pardmetros necesarios para
obtener un efecto consistente de CNSi. El protocolo con ensayos masivos utilizado
en el Experimento 6, logro registrar luego de la devaluacion un deterioro
significativo del tiempo de recorrido en los sujetos experimentales, en comparacion
con el grupo control. Este empeoramiento de la respuesta podria ser explicado
entonces, por el proceso emocional que aparece como consecuencia de la violacion
de la expectativa. El hecho de que el efecto de CNSi dependa de un nimero minimo
de ensayos antes del cambio y de una disparidad minima entre recompensas, €s
consistente con la mayoria de las explicaciones cognitivas del fendmeno. Como se
ha descrito en la Introduccion, el paradigma de contraste instrumental requiere de la
formacion y mantenimiento de una conducta anticipatoria, que esta modulada por la
motivacion y por la expectativa. EI uso de ensayos masivos aumenta el grado de
asociacion de los estimulos condicionados con la recompensa, por lo que cuanto
mayor sea la disparidad de recompensas, mayor serda la disminucion de la
generalizacion entre los estimulos y, por lo tanto, mayor sera la interrupcion del
comportamiento anticipatorio (Capaldi, 1972).

Por otro lado, la extensa practica en un contexto particular (como en el caso
del Experimento 6), genera una expectativa fuerte que es reactivada cuando se vuelve
a poner al animal en el corredor recto, y de esta manera se realimenta la ejecucion de
la conducta guiada por el objetivo. ElI cambio en la recompensa, cuando es lo

suficientemente grande, dispara la respuesta a de frustracién; en tanto que en las

77



exposiciones posteriores (que ocurren en la misma sesion), reactivan la memoria de
la recompensa devaluada (ahora sorpresivamente pequefia) y del estado emocional
negativo. Por lo tanto, deterioran la respuesta instrumental guiada por el objetivo y
promueven respuestas de alejamiento (que se expresan como un aumento
desproporcionado del tiempo de recorrido).

Al mismo tiempo, el Experimento 7 (usando el mismo protocolo del
Experimento 6) pareceria indicar que es importante la ejecucion de la respuesta
instrumental para que se observe el efecto emocional del fendomeno de CNSi. Los
animales devaluados de la condicion instrumental muestran un cambio mayor en el
comportamiento, relacionado a un aumento en las conductas de rearing y
ambulacion, respecto de los sujetos del grupo caja meta. De esta manera, se puede
sugerir que la valuacion que hacen los sujetos del incentivo es diferente en cada
condicion. Los sujetos de la condicién instrumental parecen hacer una valuacion
mayor del incentivo, por lo que una devaluacién de 8 veces su valor repercute
directamente en el desempefio y en la conducta.

Finalmente, es importante destacar que el desarrollo de este protocolo robusto
de CNSi presentado en este capitulo, ha posibilitado el inicio de nuevas lineas de
investigacion en nuestro laboratorio. Por ejemplo, en un trabajo reciente (Rodriguez
et al., 2024) se han podido estudiar los efectos de la transferencia entre una tarea de
contraste consumatoria y una tarea instrumental, empleando los parametros

utilizados en los Experimentos 6 y 7 de esta Tesis para la tarea de CNSi.
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Capitulo 4

Registros de la actividad de la corteza prefrontal medial durante el

Contraste Negativo Sucesivo instrumental
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La corteza prefrontal (CPF; PFC por sus siglas en inglés) es el area cortical de
aparicion mas reciente desde el punto de vista evolutivo, y anatdbmicamente se ha
definido como el &rea de corteza del polo rostral, anterior a la corteza motora y pre-
motora del cerebro de mamiferos (Laubach et al., 2018). Dentro de ella se pueden
diferenciar tres regiones: la corteza insular (INS), la corteza orbitofrontal (ORB) y la
corteza prefrontal medial (CPFm). Funcionalmente se ha descrito como una region
clave en la realizacion de las llamadas “funciones ejecutivas”, entre las que
encontramos la atencién, la memoria de trabajo y la flexibilidad conductual, entre
otras (Pastor & Medina, 2021).

Se ha implicado a varias regiones de la CPF en diversos procesos psicologicos,
incluidas especialmente las respuestas anticipatorias (Passingham & Wise, 2012).
Particularmente, la corteza prefrontal medial (CPFm) es una estructura critica para
la flexibilidad comportamental. En ratas, se ubica en la region central de la corteza
prefrontal y se compone de la corteza prelimbica (PL), la corteza infralimbica (IL) y
la corteza cingulada (ACC, por sus siglas en inglés). Dentro de la CPFm existen
microcircuitos locales altamente recurrentes e interconectados, para la inhibicion o
excitacion de otras areas dentro de la CPFm, siendo estas conexiones glutamatérgicas
y gabaérgicas (Howland et al., 2022).

A nivel funcional, varios estudios han vinculado a la PL con la respuesta
condicionada y a la IL con la extincion de dicha respuesta, tanto en tareas apetitivas
como aversivas (Fitzgerald et al., 2014; Giustino et al., 2016). A su vez, estudios
electrofisioldgicos en distintos paradigmas indicaron que la PL y la IL actGan
cooperativamente para detectar y desambiguar multiples sefiales en el entorno, para
permitir el despliegue de la respuesta conductual mas apropiada en una situacion
dada (Eddy et al., 2016; Howland et al., 2022). La ACC ha sido implicada en una
variedad de conductas relacionadas con el aprendizaje instrumental. Por ejemplo: la
deteccion de errores, el monitoreo de conflictos entre estimulos, y las conexiones
entre esta estructura y el NAc parecen estar involucradas en la regulacion de la
conducta ante reforzadores alternativos (Cardinal et al., 2002). A su vez, la ACC
también ha sido implicada en guiar la toma de decisiones esfuerzo-recompensa. Esto
proviene de una serie de estudios que muestran que las ratas con lesiones en esta
estructura estdn menos dispuestas a trepar una barrera de malla de alambre para
alcanzar una recompensa grande, optando en cambio por perseguir una recompensa

mas pequefia pero mas facil de alcanzar (Rudebeck et al., 2006; Walton et al., 2002).
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Una de las caracteristicas mas importantes de la CPFm que podria verse
involucrada con el fendmeno de contraste es la referida a su participacion en el
circuito del refuerzo. Una parte fundamental de este circuito incluyen a los nucleos
de neuronas dopaminérgicas en el area tegmental ventral (ATV; llamada también por
sus siglas en inglés VTA) y la sustancia nigra (SN). Estudios preclinicos en animales
han demostrado que la manipulacion de dopamina mediante el bloqueo de receptores
en la CPFm, conducen a déficits en tareas que requieren que los animales ignoren
una estrategia conductual previamente beneficiosa y se comprometan en una nueva
o anterior (Winter et al., 2009). Asi, la actividad dopaminérgica en la CPFm parece
promover la flexibilidad conductual que se observa como un cambio de estrategia,
algo necesario para que se exprese el fendmeno de CNS.

La CPFm tiene ademéas importantes conexiones reciprocas con estructuras
subcorticales que han mostrado estar implicadas en los fendmenos de CNS (y que
también estan implicadas con el circuito del refuerzo); por ejemplo, el NAc. La
CPFm establece conexiones con el NAc de manera directa e indirecta, y la activacion
de estas conexiones contribuyen también a la liberacion de dopamina (Pascoli et al.,
2014). Algunos estudios sugieren que las conexiones entre la CPFm y el NAc, tanto
directas como multisindpticas (o indirectas), influyen en la ejecucion de tareas
relacionadas con el control cognitivo y la memoria de trabajo, aspectos que son
fundamentales para las funciones de la CPFm (Cools & D'Esposito, 2011). A su vez,
las proyecciones glutamatérgicas desde la CPFm hacia el NAc podrian estar
implicadas en la seleccidn entre respuestas adaptativas y la supresion de respuestas
competitivas (Howland et al., 2022).

En cuanto a las sub-regiones dentro de la CPFm, se observa una dicotomia
funcional en las conexiones entre la PL y la IL que se mantienen en gran medida
segregadas. Se ha demostrado que la via PL hacia el centro del NAc esta involucrada
en la expresion de comportamientos de busqueda de recompensa, mientras que la via
IL hacia la periferia del NAc esta involucrada en la inhibicion (Peters et al., 2009).
En relacion con la expresién y la continuidad de conductas de busqueda de refuerzos
apetitivos, en un estudio realizado por Ishikawa et al. (2008a) se encontr6 que la
inactivacion farmacologica de la PL suprimia la actividad neuronal en el NAc
durante la basqueda de sacarosa bajo el control de un estimulo discriminativo.
Ademas, se ha demostrado que la activacion optogenética de las aferencias de la PL

al NAc mejora la adquisicion de la busqueda condicionada de sacarosa, mientras que
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la inhibicion reduce dicha busgqueda condicionada (Otis et al., 2017). Por su parte,
aumentar la actividad del circuito IL-NAc promueve la recuperacion de la extincion
(Augur et al., 2016; Peters et al., 2009). La inactivacion farmacoldgica de la IL
cambia el patrén de actividad de las neuronas del NAc, lo que hace que se activen
ante sefiales de No-Recompensa (Ghazizadeh et al., 2012). A su vez, después de
desconectar el circuito entre la IL y el NAc, algunos estudios indicaron efectos de
desinhibicion; es decir, no se suprimen respuestas ante sefiales irrelevantes o que no
resultan exitosas (Keistler et al., 2015). A su vez, se ha implicado a las conexiones
entre el NAc y la ACC en el comportamiento dirigido a objetivos, ya que la deplecion
de los inputs de la ACC en el NAc resulta en un déficit en la ejecucion de tareas
instrumentales de palanqueo por la obtencion de alimento (Parkinson et al., 2000).
Por otro lado, se ha vinculado esta via en la toma de decisiones orientada al balance
esfuerzo-refuerzo (Floresco, 2015). Estas interacciones entre las subregiones de la
CPFm y el NAc parecen resultar fundamentales para la expresion del fendmeno de
CNSi, ya que permiten ejecutar la flexibilidad conductual necesaria para la aparicion
del efecto generado por la devaluacion del refuerzo. En este sentido, estudios de
lesion en el NAc mostraron efectos distintos en paradigmas instrumentales y
consumatorios de contraste (para una revision, ver Fernandez et al., 2024). Por
ejemplo, Leszczuk & Flaherty (2000) observaron que la lesion del NAc eliminaba el
CNSi, pero no afectaba a la respuesta de CNSc. En este estudio, los animales con
lesion del NAc fueron capaces de adquirir la respuesta instrumental en el corredor
recto en la fase pre-cambio. En la fase post-cambio, la degradacion del incentivo
deberia haber alterado la motivacion del animal para ir hacia la caja meta,
aumentando la motivacion para escapar del aparato o buscar reforzadores
alternativos. Sin embargo, los animales lesionados no mostraron esta conducta. Por
lo tanto, el NAc podria ser entonces responsable de este tipo de funciones.

Otra estructura fundamental en el circuito del refuerzo y por su conexién con
la CPFm es la amigdala. Hay evidencia que la PL y la IL tienen conexiones
reciprocas con la amigdala y éstas ejercen un control sobre el comportamiento de
miedo (Arruda-Carvalho & Clem, 2015). De hecho, existe evidencia que apoya el
papel de la via PL-ABL (amigdala basolateral; BLA por sus siglas en inglés) en la
adquisicion y expresion del miedo condicionado (Arruda-Carvalho & Clem, 2014),
aunque el compromiso de esta via parece depender del tiempo (Do-Monte et al.,

2015). Por el contrario, se cree que la IL promueve la extincién, al activar neuronas
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inhibidoras en la ABL, que a su vez inhibe la salida de la amigdala central (ACe;
CeA por sus siglas en inglés) (Berretta et al., 2005; Quirk et al., 2003). La extincion
del miedo también altera las propiedades sinépticas de la via IL-ABL, y la
inactivacion de la via IL-ABL durante la extincién perjudica la recuperacion de la
extincion al dia siguiente. Adicionalmente, la ABL forma parte del circuito del
refuerzo, codificando las valencias de estimulos bioldgicamente relevantes. Dentro
de esta estructura existen neuronas glutamatérgicas que proyectan a la CPFm vy al
NAc (Phillips et al., 2003). Uno de los mecanismos por los cuales las distintas redes
dentro de la amigdala pueden coordinar respuestas comportamentales opuestas, es a
partir de diferentes conexiones rio abajo hacia distintas areas del cerebro. Por
ejemplo, la fotoactivacion de los terminales axénicos de la ABL en la PL, el
hipocampo ventral y la ACe provoca comportamientos defensivos y relacionados
con la ansiedad; mientras que la fotoactivacion de los terminales axénicos de la ABL
en el NAc provoca comportamientos apetitivos y promueve la respuesta instrumental
(Howland et al., 2022). A su vez, la conexioén entre la ACC y la amigdala puede
modular la respuesta de miedo, ya que la fotoactivacion de las terminales producen
un aumento de la adquisicion y la expresion de la respuesta de miedo ante un
estimulo condicionado (Bissiére et al., 2008). En el Capitulo 1 se relevd la
informacion disponible sobre la amigdala en el fendmeno de contraste, y los estudios
indican que una eliminacion de esta estructura a partir de una lesion, impide la
expresion de la respuesta de frustracion (Becker et al., 1984: Kawasaki et al., 2017;
Salinas et al., 1996).

Como se ha descripto anteriormente, el efecto de contraste se explica segun la
Teoria de la Frustracion, por la aparicion de respuestas relacionadas a emociones
negativas, como el estrés y la ansiedad (Amsel, 1992, Papini 2003). Los fendmenos
derivados de la frustracion por ausencia u omision del refuerzo dependen de
estructuras cerebrales implicadas en otros procesos emocionales mas primitivos,
como la respuesta de miedo. Por este motivo, es posible pensar que la evolucion haya
reclutado estructuras telenceféalicas primitivas involucradas en fendmenos
comportamentales como la evitacién o el freezing para dar lugar a nuevos fenémenos
comportamentales como el CNS (Papini et al 2022). Por ejemplo, podemos observar
que tanto peces y anfibios cuentan con estructuras regiones cerebrales homologas de
la amigdala de los mamiferos (Gonzéalez & Northcutt, 2009; Medina & Abellan,
2009; Medina et al., 2011; Moreno & Gonzalez, 2004, 2006; Moreno et al., 2009) v,

83



si bien presentan conductas caracterizables como respuesta de miedo, no presentan
efecto de CNS. Por ejemplo, en peces dorados (Carassius auratus) no se lograron
obtener evidencias de CNS devaluando recompensas apetitivas (Couvillon &
Bitterman, 1985; Lowes & Bitterman, 1967), observandose un efecto lineal de ajuste
de la respuesta a las nuevas condiciones del reforzamiento. Este tipo de resultados
también se replica en anfibios (en el sapo terrestre Rhinella arenarum) y se ha
denominado “Contraste inverso” (Daneri et al., 2007; Muzio et al., 2011). En el caso
de las aves, se ha comprobado que hay inconsistencias entre diferentes especies. Por
ejemplo, en estorninos se ha observado un efecto de CNSc, mientras que en palomas
no se ha podido establecer un fendmeno de CNSi. Esto podria reflejar diferencias en
términos de especies (estorninos vs. palomas), parametros de recompensa (calidad
versus magnitud), o pardmetros de respuesta (consumatorio versus instrumental)
(Papini et al., 2022). Con los resultados obtenidos hasta el momento, se puede
desprender que los mecanismos neurales subyacentes a las respuestas de frustracion
requieren de estructuras corticales especificas; y a su vez, la aparicion de estas
estructuras también define un cambio evolutivo en el nivel de procesamiento de los
estimulos. En este sentido, Stout et al. (2002, p. 255) sugirieron que la funcion
adaptativa de los mecanismos cerebrales que respaldan la frustracion es facilitar un
cambio "de respuestas previamente exitosas que ya no funcionan, a nuevas
respuestas que pueden llevar al animal al contacto con los recursos necesarios"”. La
alta demanda energética que requiere el cerebro de los mamiferos, podria ser clave
para la conservacion de conexiones neuronales y procesos cognitivos que permiten
la modificacion rapida de estrategias comportamentales en relacién a estimulos
cambiantes en el ambiente, en general asociados a refuerzos apetitivos alimenticios
(Stout et al., 2002). Como se detall6 anteriormente, la CPFm es la estructura por
excelencia que permite esta flexibilidad cognitiva, y por este motivo resultaria
fundamental para el fenomeno de CNSi.

En resumen, la CPFm posee conexiones con estructuras claves del circuito de
la recompensa como el NAc, la VTA y la amigdala. Las proyecciones que conectan
la CPF, la amigdala y el NAc en conjunto constituyen la via meso-cortico-limbica,
cuyo funcionamiento guia el aprendizaje asociativo en tareas operantes (Abraham et
al., 2014). Asi, se observa que estructuras de la CPF modulan la expresion o
inhibicidn de conductas instrumentales en paradigmas en los cuales las condiciones

de reforzamiento son alteradas. Por otro lado, estudios comportamentales realizados
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en especies de grupos filogenéticamente antiguos, como peces y anfibios
(representantes actuales de ancestros de los mamiferos), que carecen de modulacion
cortical de las regiones limbicas, muestran una ausencia de fendmenos de CNS. Por
lo tanto, la evidencia funcional y comparativa con la que contamos hasta el momento,
indica que para avanzar en la comprension de las bases neurales del CNS se requiere
de una comprension adecuada y profunda del rol de la CPFm en este fendmeno. Los
estudios de lesiones de la CPFm disponibles no han sido esclarecedores, ya que la
lesion permanente parece afectar a los animales ya desde la fase pre-cambio, por lo
que es dificil interpretar los resultados de estos estudios (Gurowitz et al., 1970; Lin
etal., 2009; Ortega et al., 2011, 2013; Pecoraro et al., 2008). El estudio del papel que
cumple esta region en la expresion del fendmeno de CNS parece requerir de otro tipo
de técnicas, como la inhibicidn transitoria (e.g., mediante técnicas de optogenética)
0 estudios de registros de actividad cerebral. Asi, en este capitulo se presentan una
serie de estudios iniciales orientados a describir el funcionamiento de la CPFm luego
de la devaluacion de un incentivo.

En particular, se realizaron dos experimentos con el objetivo de describir la
actividad de la corteza pre-frontal en la respuesta de frustracion por la devaluacion
sorpresiva de un incentivo:

En el Experimento 8, se entrenaron animales utilizando el protocolo de
entrenamiento masivo puesto a punto en el Experimento 6 para medir la actividad
celular en la CPFm mediante la técnica de inmunohistoquimica para c-Fos. Este es
un protooncogen que codifica para una proteina (denominada Fos), la cual participa
en el control de la transcripcion, regulando la expresion de otros genes que participan
en la proliferacion y diferenciacion celular (Herrera & Robertson, 1996). Resulta ser
una herramienta muy atil para medir el grado de activacién de una célula, porque su
expresion en el estado de reposo es muy baja y aumenta rapidamente luego de la
activacion por estimulos determinados. En estudios previos en ratas, se observo que
en una situacion de CNSc habia un aumento de la expresion de c-Fos en la ACC, la
IL y la PL luego de la devaluacion en el dia 1 post-cambio (Pecoraro & Dallman,
2005). Por otro lado, en el Experimento 8 también se midieron las variables
conductuales que fueron descriptas y analizadas en el Experimento 7.

Finalmente, en el Experimento 9 (Ultimo experimento de esta Tesis), se uso
una técnica electrofisiolégica para medir la actividad de neuronas en la CPFm

durante un evento de frustracién, en animales en un protocolo de cabeza fija (Mininni
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et al., 2017; Pereyra et al., 2021), empleando en este caso como recompensa
soluciones azucaradas. De esta manera, se busco caracterizar el patron de respuesta

de las neuronas de esta area en el momento de la devaluacion.

Experimento 8: Inmunohistoquimica de c-Fos

Como se indicd previamente, en este experimento se entrenaron animales utilizando
el procedimiento desarrollado en el Experimento 6 (el cual consta de un
entrenamiento masivo de 12 sesiones de pre-cambio -4 ensayos por sesién-, y una
disparidad en la recompensa de 16/2 pellets). El objetivo en este caso fue medir la
actividad celular en la CPFm en el momento posterior a la devaluacion del incentivo
(utilizando como herramienta inmunohistoquimica para detectar activacion neuronal

a la técnica de c-Fos).

Materiales y métodos

Un total de 24 sujetos fueron distribuidos azarosamente en 4 grupos: Experimental
16/2, Control 2/2 y Control 16/16. A estos tres se le sum6 un dltimo grupo
denominado “Room control” (RC), integrado por sujetos que siempre permanecieron
en sus cajas de alojamiento, y nunca fueron entrenados.

Para la etapa pre-cambio, todos los sujetos, excepto los animales RC, fueron
entrenados bajo las mismas condiciones empleadas en el Experimento 6 y 7. Luego,
al finalizar la primera sesion post-cambio, estos animales fueron anestesiados,
perfundidos y sus cerebros extraidos para su analisis posterior. Adicionalmente, para
todos los sujetos se registraron las variables rearing y ambulacion en la tltima sesion
pre-cambio y la primera (y Unica) post-cambio. El orden en que fueron sacrificados
los animales fue contrabalanceado entre los grupos.

En este experimento, teniendo en cuenta los resultados previos que indican que
en el primer dia post-cambio existen evidencias de una respuesta emocional negativa
luego de la devaluacion (aunque esto no se evidencia en cambios en el desempefio
instrumental), se propone analizar si la actividad de la corteza pre-frontal también se
observa desde la primera exposicion a la nueva recompensa. A su vez, en un estudio
similar midiendo c-Fos en CNSc, se encontrd que existe una mayor actividad de las

tres sub-areas de la CPFm en el primer dia post-cambio (Pecoraro & Dallman, 2005).
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Tabla 4.1. Disefio Experimental de pre y post-cambio del Experimento 8.

Pre-cambio (12 sesiones; Post-cambio (1 sesion;
Grupo 4 ensayos c/u) 4 ensayos)
Experimental 16/2 16 micropellets 2 micropellets
Control 2/2 8 micropellets 2 micropellets
Experimental 16/16 16 micropellets 16 micropellets

Inmunohistoguimica:

Las ratas fueron anestesiadas con una dosis Unica de ketamina (100 mg/kg) y xilazina
(10 mg/kg) una hora después de finalizado el primer ensayo de la sesidn de 4 ensayos.
Este periodo de tiempo fue elegido en base a un estudio realizado en el paradigma
consumatorio de CNS, que mostro que la ventana de tiempo dptima para obtener una
marca robusta de c-Fos era una hora luego de comenzado el entrenamiento (Pecoraro
& Dallman 2005). Los animales fueron perfundidos transcardiacamente con 60 ml
de una solucién salina y 60 ml de paraformaldehido al 4% (PFA). Los cerebros
fueron extraidos y almacenados en PFA overnight. Al dia siguiente, fueron lavados
con PBS durante 6 horas y luego almacenados en una solucion conservadora de
fosfato (50% de buffer de fosfato, 35% de glicerol y 15% de etilenglicol) a 4 °C. Se
realizaron secciones coronales de 50 pm de grosor utilizando un vibratomo (PELCO
easiSlicer, TED Pella, Redding, CA) desde Bregma 3.72 mm hasta 2.28 mm
siguiendo el atlas de ratas de Paxinos & Watson (1997). Se obtuvieron cinco
secciones de la corteza prefrontal a lo largo del eje rostro-caudal de cada cerebro.
Las secciones se colocaron en placas de 24 wells, se lavaron con PBS tres veces
durante 5 minutos en agitacién constante. Luego, se trataron con perdxido de
hidrégeno al 1% diluido en una solucién de metanol al 50% y PBS al 50% para
bloquear la peroxidasa endogena durante 30 minutos. Las secciones posteriores del
cerebro fueron preincubadas en suero de caballo al 10% durante 30 minutos, y luego
se mantuvieron durante la noche a 24 °C con una dilucion 1/1000 del anticuerpo
primario anti proteina Fos (c-Fos E-8, 1gG1 monoclonal de ratén; Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA) en PBS que contenia 0.2% de Triton y 1% de suero
de caballo. Después de lavar con PBS (3 x 5 min), las secciones se incubaron en una

solucion de PBS de anticuerpo secundario anti-lgG de ratdn biotinilado (Vector
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Laboratories, Burlingame, CA) diluido 1/200 en suero de caballo al 3% y Triton al
0.2% durante 1 hora a temperatura ambiente. Luego, las secciones se lavaron (3 x 5
min) en PBS y se incubaron con un complejo avidina-biotina-peroxidasa (Vector
Laboratories, Burlingame, CA) durante 30 minutos a temperatura ambiente. La
revelacion se llevo a cabo utilizando diaminobencidina tetrahidrocloruro (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO) a 0.15 mg/mL que contenia 0.01% de peroxido de
hidrégeno. Todas las reacciones se realizaron durante 7 minutos antes de detenerse
enjuagando las secciones (3 x 10 min) en PBS. Las secciones de todos los grupos
experimentales se montaron y procesaron simultdneamente bajo condiciones de
operacion idénticas.

Conteo de células positivas de c-Fos: La expresidn de tincion positiva para c-Fos se

evalu6 en las siguientes regiones de la corteza prefrontal: corteza cingulada (ACC),
corteza prelimbica (PL) y corteza infralimbica (IL). Las secciones del cerebro
(Bregma 2.28-3.72 mm; Paxinos & Watson, 1997) se adquirieron a la misma
magnificacion (100x) utilizando un microscopio de luz Leica DM500 equipado con
una camara a color Insight ICC50 (Leica Biosystems, Deer Park, IL). Las imagenes
se obtuvieron utilizando condiciones de operacion idénticas, como el haz de luz y la
longitud de onda, se procesaron utilizando el software ImageJ (NIH,
https://imagej.nih.gov/ij/download.html) y se convirtieron en valores binarios (cada
pixel negro o blanco). Las celulas c-Fos positivas fueron identificadas
automaticamente por el software mediante la umbralizacion de objetos con un valor
de circularidad de 0.98-1.00, coincidiendo con nucleos positivos para c-Fos. Para
cada region estudiada, se aplico el mismo umbral de escala de grises para determinar
la intensidad de las células c-Fos positivas (Umbral = 130). Se evaluaron células c-
Fos positivas cada cinco secciones a lo largo de todo el eje rostro-caudal de cada
region analizada. Se analiz6 el mismo nUumero de secciones en cada grupo
experimental. Los resultados se expresaron como el promedio de densidad celular
(es decir, nimero de células c-Fos positivas por mm?) en todas las secciones contadas

para cada animal (Figuras 4.1y 4.2).
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Figura 4.1. Imagenes tomadas en el microscopio de células positivas para c-Fos en
cada sub-area analizada para cada uno de los grupos del Experimento 8. Regiones:
Corteza cingulada (ACC), Corteza prelimbica (PL) y Corteza infralimbica (IL).

Figura 4.2. Merge de imagenes tomadas en el microscopio de la CPFm de un sujeto
de cada grupo (16/2, 16/16 y 2/2) del Experimento 8.
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Resultados

En la Figura 4.3a se observa el tiempo de recorrido expresado en logaritmo de
segundos. Un ANOVA de medidas repetidas Grupo x Sesion de las sesiones pre-
cambio mostré un efecto no significativo de la interaccion (p > 0.5), un efecto
significativo del factor grupo (F(, 18) = 8.427, p < 0.003) y a lo largo de las sesiones
(Fs,356, 96,41y = 52.22, p < 0.0001). Las comparaciones posteriores indicaron una
diferencia significativa entre el Grupo 2/2 y los otros dos grupos (p < 0.01). La
Figura 4.3b muestra los tiempos de recorrido de la ultima sesion pre-cambio y la
primera (y Unica) sesion post-cambio. Para analizar estos datos se realizd un
ANOVA de medidas repetidas para los factores Grupo y Sesion. Los resultados
indican unicamente un efecto significativo de Grupo (F(,18) = 4.411, p < 0.028). El
andlisis post-hoc indicé diferencias entre el grupo Control 2/2 y los demas grupos (p
<0.03).
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Figura 4.3. (a) Tiempo de recorrido (Log s) para todos los grupos del Experimento 8 a lo largo
de las sesiones. La linea punteada refiere al cambio de la recompensa en los grupos
experimentales. (b) Tiempos de recorrido (Log s) de la Gltima sesién pre cambio (12) y la

primera sesion post-cambio (13). Grupo experimental: 16/2. Grupos controles 2/2 y 16/16.

Por otro lado, se analizaron las variables comportamentales de ambulacion y
rearing por sesion (Figura 4.4). Para el caso de la ambulacion, un ANOVA de
medidas repetidas para los factores Grupo y Sesion mostr6 un efecto significativo de
la interaccion (Fe17) = 16.26, p < 0.0001). Las comparaciones post-hoc indicaron
diferencias significativas entre etapas para el Grupo 16/2 (p <0.0001). Por otro lado,
en el caso del rearing, el ANOVA también indico un efecto significativo de la
interaccion (F,17) = 8.548, p < 0.0027). El andlisis de LSD Fisher indico diferencias
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significativas entre sesiones para el Grupo 16/2 (p < 0.0001). El resto de las
comparaciones no fueron significativas (ps > 0.05). A su vez, un ANOVA de una via
para la sesion 13 mostrd diferencias significativas entre grupos (Fe, 17) = 11.20, p <
0.0008). Las comparaciones multiples arrojaron diferencias significativas entre el

Grupo 16/2 y los demaés grupos (p < 0.003).
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Figura 4.4. (a) Promedio de eventos de ambulacién por sesion. (b) Promedio de eventos de rearing

por sesion. Grupo experimental: 16/2. Grupos controles 2/2 y 16/16.

Por Gltimo, se contabilizd la cantidad de células positivas para c-Fos en las tres
sub-areas estipuladas de la CPFm: corteza cingulada anterior (ACC), corteza pre-
limbica (PL) e infra-limbica (IL) (Figura 4.5). Un ANOVA de una via de los datos
de la ACC indicé diferencias significativas entre los grupos (Fa,12) = 3.870, p <
0.0379). Las comparaciones multiples indicaron diferencias significativas entre el
Grupo 16/2 y el Grupo 2/2 (p < 0.0116) y el Grupo 16/2 y el Room (p < 0.0146).
Haciendo un analisis para las otras dos regiones, la PL y la IL, no se encontraron

diferencias significativas entre ninguno de los grupos (PL p > 0.06; y IL p > 0.07).
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Figura 4.5. Densidad de células c-Fos positivas en cada una de las areas analizadas.
ACC: Corteza Cingulada. PrL: Corteza Pre-limbica. IL: Corteza Infra-limbica. Grupo

experimental: 16/2. Grupos controles 2/2 y 16/16. “room”: Grupo room control.

Discusion
Los resultados comportamentales replicaron la tendencia reportada en los
Experimentos 6 y 7. Los sujetos del Grupo experimental 16/2, mostraron un cierto
deterioro del desempefio en la primera sesion post-cambio, al igual que sucedi6 en
los experimentos anteriores, pero no se logré diferenciar de ninguno de los grupos
controles. Sin embargo, si se observo un aumento de la ambulacién y un aumento
del rearing (del mismo modo que lo registrado en el Experimento 7). Como se detallo
en el primer capitulo, el efecto de CNSi es un fendmeno anticipatorio, y sélo ocurre
una vez que los animales ya experimentaron la devaluacion del reforzador. Por este
motivo, los sujetos en la primera sesion post-cambio dificilmente muestren un
deterioro en el desempefio general (como si sucederia en las sesiones posteriores, de
haberse continuado el entrenamiento post-cambio). Las otras dos variables
comportamentales registradas en este estudio, rearing y deambulacion se registran
junto con la administracion del reforzador devaluado, por lo que presuntamente
reflejan el estado del animal al momento de sufrir la devaluacién. A diferencia del
Experimento 7, en este caso se lograron detectar un aumento significativo tanto del
rearing como de la deambulacion entre etapas y entre grupos (es decir, el Grupo
experimental 16/2 se diferencia de ambos controles).

Haciendo el analisis de la activacion neural mediante inmunohistoquimica para
c-Fos se detectd una actividad significativamente mayor de c-Fos en ACC para el
grupo 16/2 en comparacion al resto de los grupos. Las regiones PL e IL mostraron
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una tendencia similar que no alcanzd a ser estadisticamente significativa. Es
importante destacar que la ACC esta implicada en el efecto de CNSi (e.g., Gurowitz
et al., 1970), y también en una variedad de situaciones que involucran emociones
negativas, como el dolor, el miedo, la exclusion social y el CNSc (De lima et al.,
2022; Ortega et al., 2017; Xiao et al., 2021). En el estudio de Gurowitz et al. (1970),
ratas cingulectomizadas por aspiracion mostraron una disminucion significativa de
la supresion de la conducta en un corredor recto; es decir, en comparacion con los
controles sham, los animales lesionados mostraban un menor tiempo de recorrido
luego de la devaluacion. De manera contraria, la lesion de la ACC en el CNSc con
soluciones azucaradas provoca un aumento en el efecto de supresion de la conducta;
es decir, se retarda la recuperacion de la respuesta.

En un aspecto complementario, la CPFm en general, y la ACC en particular,
ha sido implicada en la deteccidn de violaciones de expectativas; es decir, cuando
hay errores en las predicciones de recompensa (e.g., Alexander et al., 2011). A su
vez, como se describié previamente, la CPFm tiene conexiones sinapticas que
resultarian claves para la expresion del fenémeno de contraste. En relacién al circuito
del refuerzo y la liberacion de dopamina (DA), una de las regiones target de las
neuronas dopaminergicas de la ATV en la CPFm, es particularmente la corteza
cingulada (Elston et al., 2019). En linea con esta prediccion, Phelps et al. (2015)
observaron una reduccion del CNSi con la administracion sistémica de anfetaminas
(agonista dopaminérgico) y un incremento con la administracion de alfa-Flupentixol
(antagonista de receptores dopaminérgicos D2/D1). En cambio, se observo que la
administracion de haloperidol (antagonista dopaminérgico) no afecta la respuesta de
CNSc (Flaherty et al., 1992). A su vez, como se menciond anteriormente, las
conexiones entre la CPFm y el NAc contribuyen a la liberacidén de dopamina, y existe
una distincion en el efecto de la lesion del NAc en ambos paradigmas de CNS
(Leszczuk & Flaherty, 2000). Por ejemplo, en el protocolo de CNSc se observé que
la concentracion de DA en el NAc aumentaba cuando se presentaba la solucion 4%
el primer dia de post-cambio, tanto para los animales experimentales como para los
controles. Sin embargo, el aumento de la concentracion de DA era varias veces
mayor para los animales de la condicion 4/4 que para los de la condicion 32/4 (Genn
et al., 2004). Guarino et al. (2023) utilizaron la tecnica de DREADDs para estimular
o inhibir el NAc a lo largo de los 5 dias posteriores a la devaluacion del incentivo en

un protocolo de CNSc. De acuerdo con lo esperado por los estudios de lesién, los
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animales con inhibicion no se diferenciaron de los controles. Asi, estos resultados
parecerian revelar una distincion en las bases neurales de ambos paradigmas en
relacion a la funcion dopaminérgica. Al respecto, es importante resaltar nuevamente
(ya desarrollado en el Capitulo 3) que este neurotransmisor esta ampliamente
descripto por su rol en la codificacion del refuerzo positivo en el cerebro, como
también en los aspectos motivacionales del aprendizaje, sobre todo en tareas que
requieren un costo relativamente mayor de esfuerzo, y esto podria explicar la
diferencia entre paradigmas. Dado los resultados presentados, se podria resaltar la
actividad de la ACC como clave para la modificacion de estrategias
comportamentales que ya no resultan efectivas, y esto podria estar mediado por
sinapsis dopaminérgicas. Estas aferencias pertenecientes al circuito del refuerzo,
podrian involucrar también las conexiones con otras estructuras de la via meso-
cortico-limbica y ser clave para la expresion del fenémeno de CNSi, pero no del
CNSc.

Es importante tener en cuenta que los datos de c-Fos presentados aqui se
registraron en animales que no dieron evidencia de CNSi, pero si mostraron un efecto
comportamental ante la devaluacion de la recompensa en términos de aumento en la
locomocion y el rearing, dos respuestas que también se describieron en experimentos
de CNSc (Pellegrini & Mustaca, 2000). Al mismo tiempo, cabe destacar que los
resultados aqui presentados son preliminares, dado que no se cuenta con el anélisis
de todos los cerebros extraidos en el Experimento 8. El hecho de contar con una
muestra pequefia de cerebros afecta la potencia estadistica (disminuyéndola); pero
sin embargo, los efectos de activacion de la ACC fueron significativos, lo que sugiere
un tamario de efecto grande. De esta manera, estos resultados parecen sugerir que la
ACC y quizas también las demas sub-areas de la corteza, responden al evento de
reduccién de la recompensa bajo condiciones de entrenamiento masivo (1) antes de
que este evento se manifieste en el comportamiento instrumental del animal, pero (2)
mientras los animales muestran evidencia de un efecto emocional en la caja de meta.

Con estos antecedentes, el proximo experimento tuvo como meta comenzar
con el estudio de los circuitos implicados en la respuesta de CNSi, utilizando
registros electrofisioldgicos. En este caso, se realizd un protocolo instrumental
usando como recompensa soluciones de sacarosa 32% Yy 4% (soluciones tipicamente
empleadas en procedimientos de CNSc). En particular, la tarea de CNSi se desarroll6

con un paradigma de registros electrofisiologicos de “cabeza fija”, que ha sido
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desarrollado y ampliamente utilizado en nuestro laboratorio por el grupo de Circuitos
Neuronales, Cognicion y Conducta, dirigido por el Dr. Silvano Zanutto (e.g., Mininni
et al., 2017; Pereyra et al., 2021), pero que nunca se habia aplicado al estudio del
CNS.

Experimento 9: Registro electrofisioldgico en la Corteza Pre-limbica en CNSi

en un protocolo de cabeza fija con soluciones azucaradas como recompensa

Como se mencion0 previamente, la idea de implementar el protocolo de “cabeza fija”
en una situacion de contraste, fue iniciar un tipo de registro en tiempo real que
permitiera estudiar con mayor detalle funcional los circuitos neuronales implicados
en la respuesta de frustracion. Por otro lado, la puesta a punto de este nuevo
protocolo, permitira a futuro analizar la participacion de otras areas implicadas en el
circuito neuronal subyacente. En este sentido, la metodologia aplicada en este
experimento (realizada en nuestro laboratorio en colaboracion con el grupo del Dr.
Silvano Zanutto), constituye el paso inicial para la aplicacion sistematica de este

protocolo de cabeza fija al estudio del CNS.

Materiales y métodos

Sujetos: se utilizaron ratas macho experimentalmente naive de la cepa Long Evans
de 60 dias, que se alojaron individualmente y tuvieron alimentacion y bebida ad
libitum hasta la cirugia. Los animales inicialmente pesaron entre 250 y 350 gramos
(peso ad libitum). Fueron sometidos a un protocolo de handling, que consisti6 en
acostumbrarlos a la sujecion y restriccibn de movimiento en las manos del
investigador de manera paulatina. Esto se realizo para evitar lo maximo posible el
estres del cepo utilizado en el entrenamiento.

Cirugias:

Todos los procedimientos fueron aprobados por el Comité Institucional de Cuidado
y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) del IBYME y fueron elaborados
teniendo en cuenta las recomendaciones de la Directiva 2010/63/UE y de la Guide
for Care and Use of Laboratory Animals (2010). Para todos los procedimientos
quirurgicos se utiliz6 un microscopio de cirugia Newton SRL, y material de cirugia

previamente esterilizado con agua en solucion iodada. Las ratas fueron anestesiadas
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inicialmente con una dosis mezcla de ketamina (100 mg/kg) y xilacina (10 mg/kg).
El pelaje en la parte superior de la cabeza fue rasurado, y se inyectd 1 ml de lidocaina
subcutdneamente como anestésico local en la zona donde luego se realizé la incision
con un bisturi. Durante el procedimiento se le aplicaron gotas de lagrimas en gel
estériles en los 0jos. Luego, se colocd a la rata en el esterotaxico, donde fue puesta
sobre un soporte térmico y cubierta con una manta limpia. Dos punzones fueron
introducidos, uno en cada uno de los orificios del oido de la rata, para sujetar la
cabeza y evitar movimientos laterales. Se apoyaron los incisivos sobre el soporte
movible del esterotaxico, con el cual se ajusto la altura dorso-ventral correcta, y
luego se presionod con una barra levemente entre los dientes y el hocico para evitar
giros en este sentido. De esta manera, la cabeza quedd firme durante el periodo de la
cirugia. Luego, se localizo la barra anterior de manera que el craneo quede a la misma
altura dorso-ventral. Se realizé una craneotomia con un torno sobre la coordenada de
la CPFm: +2,7 mm anteroposterior y +0,5 mm lateral respecto del punto Bregma, de
acuerdo con el atlas de Paxinos & Watson (2007). Luego, se colocd un cilindro
plastico de aproximadamente 4 mm de diametro y 4 mm de profundidad cubriendo
la craneotomia realizada. Este cilindro se pegd directamente sobre la superficie del
craneo de forma de aislar la zona de registro para protegerla de futuras posibles
infecciones y poder visualizarla mejor al momento de bajar el electrodo.

Posteriormente se colocd una pieza de aluminio en forma de cruz, de peso
aproximado de 2 gramos, la cual funcion6 como un implante que permitio fijar la
cabeza del animal al marco esterotdxico durante las sesiones de registro. Se
colocaron 4 tornillos pequefios en el craneo y posteriormente se colocé la pieza
metalica por encima y se vertid acrilico dental, dejandola fija al craneo de la rata, y
cubriendo la zona de registro con un protector plastico cilindrico.

Inmediatamente posterior a la cirugia, la rata recibié una inyeccion subcutanea
del analgésico Meloxicam (Mobic, Boehringer Ingelheim, AR) a una dosis de 1
mg/kg. Como parte de los cuidados post-operatorios las ratas fueron tratadas
individualmente con antibioticos (0,05 mg/ml de Enrofloxacina; Floxacin, Afford,
AR) y analgésicos (3 gotas de Tramadol 5% por 100 ml de agua; Calmador, Finadiet,
AR) disueltos en agua corriente, y fueron alimentados libremente. Este tratamiento

se extendid durante 5 a 7 dias.
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Aparato y Set Experimental:

En este experimento, los animales fueron entrenados en un paradigma de cabeza fija
(Mininni et al., 2017; Pereyra et al., 2021). Para esto, utilizando los implantes
previamente colocados en la cirugia se coloco a los sujetos en el estereotaxico,
envueltos en un velcro, sobre un cepo fabricado de plastico, que impedia el
movimiento de los sujetos en cualquier sentido (Figura 4.6a y b). Los implantes de
aluminio eran adosados con tornillos y tuercas mariposas, a unas piezas de plastico
talladas utilizando una fresadora que permitian la fijacion de la cabeza al
estereotaxico (Figura 4.6¢ y d). A su vez, se les acerco a los animales un pico
conectado a una valvula controlada por computadora, que les proporcionaba una gota

de solucion.

(a) | 1®

Figura 4.6. (a) y (b) Vista lateral y superior del cepo. (c) Implante que se coloca en la cabeza de los
sujetos. (d) Piezas de plastico para la fijacion de la cabeza al esterotaxico (se sujetan al implante

usando tornillos y tuercas mariposas).

Electrodos:

Los electrodos para registro fueron manufacturados en el laboratorio (Figura 4.7)
siguiendo el protocolo de Gray et al. (1995). Se utilizaron cables de niquel-cromo de
12 um de didmetro (Kanthal Palm Coast, USA). Estos cables fueron cortados en
secciones de 25 cm de longitud, fueron unidos de a pares por las puntas y sujetados
por sus extremos a una pinza de metal. Luego fueron trenzados con la ayuda de un
agitador al hacer girar la pinza de metal que sujetaba los extremos, a velocidad
constante, obteniendo asi un arreglo de tetrodo con 4 puntas. Este arreglo fue
introducido en una canula de acero inoxidable (de 250 um de didmetro) para darle

mayor rigidez al electrodo. Una cobertura de poliamida mantuvo aislados los cables
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entre si. Las trenzas de tetrodos fueron introducidas una por canula, y luego las
canulas fueron pegadas entre si con cianoacrilato, de esta manera quedaron

distribuidos 4 canales de registro por cada canula. Un cable de cobre fue sujeto y

utilizado para poner a tierra las canulas.

Cuatro cables Conector (pin)
de niquel- con los cables

cromo (12 um) soldados con
enrollados estano

Los cables son
colocados
dentro de una
canula

Figura 4.7 — Procedimiento para el armado de electrodos.

Entrenamiento con cabeza fija y toma de registros:

El protocolo de entrenamiento con cabeza fija ha sido ampliamente validado en
nuestro laboratorio (Mininni et al., 2017; Pereyra et al., 2021). En el mismo, luego
de la recuperacion post-quirtrgica los sujetos fueron restringidos parcialmente de
alimento hasta alcanzar el 85% de su peso ad-libitum. Una vez alcanzado este peso
los sujetos estuvieron en condiciones de empezar el entrenamiento (ver resumen de

las etapas del procedimiento experimental en la Figura 4.8).

Deprivacién de
alimento y
descenso de
peso entre el
80-85%

Cirugia para
10 dias de colocar
Handling implante y/o

craneotomia

Entrenamiento
con Cabeza Fija

Figura 4.8. Pasos del procedimiento experimental.
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Procedimiento experimental:

El disefio experimental del Experimento 9 se muestra en la Tabla 4.a:

Tabla 4.a. Disefio Experimental de pre y post-cambio del Experimento 9.

Pre-cambio (10 sesiones)  Post-cambio (5 sesiones)

Experimental 32/4 (n=4)  32% P/P 4% P/P

Control 4/4 (n=4) 4% P/P 4% P/P

Los animales fueron sometidos a 4 etapas de entrenamiento:

. Habituacion: Los sujetos fueron expuestos al dispositivo experimental para
habituarse a la situacion de experimento. Para esto, se les permitid recorrer
libremente el espacio durante 10 minutos y se les presentd el pico por el que
recibieron la recompensa. Esta etapa consistié en un solo ensayo diario.

. Habituacion (restringido): Durante esta etapa, los sujetos fueron expuestos
al dispositivo de sujecion (cepo) y se les mantuvo la cabeza fija de la misma forma
en la que fueron posteriormente entrenados, durante 15 minutos. Esta etapa también
consistio en un solo ensayo diario.

. Etapa pre-entrenamiento restringido + condicionamiento clasico: Durante
esta etapa, los sujetos fueron expuestos a un entrenamiento de condicionamiento
clasico (Figura 4.9). Para esto se distribuyeron en 2 grupos: control (siempre recibia
solucion de 4% sacarosa) y experimental (recibio durante la etapa pre-cambio una
solucion de 32% sacarosa que fue degradada en la etapa post-cambio a 4%). Para
ambos casos el protocolo se basaba en la aparicién de un tono, que era seguido de
una ventana temporal variable de 1 0 2 segundos y luego se liberaba una gota de la
recompensa correspondiente a cada grupo. El programa especializado que controla
la aparicion de la recompensa se basa en el uso de una cdmara que graba el hocico
del animal. y detecta el cambio de pixeles cuando el sujeto saca la lengua. En el caso
de esta etapa, los sujetos siempre recibieron una gota de solucion luego del tono, para
condicionar la respuesta instrumental. Este ensayo fue repetido 100 veces en una

Unica sesion, con un intervalo inter-trial (ITI) de 4 segundos.
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Figura 4.9. Diagrama del Pre-entrenamiento restringido y Condicionamiento Cléasico.

o Etapa pre y post-cambio (condicionamiento operante): Para esta etapa, se
utiliz6 un protocolo de condicionamiento operante (Figura 4.10). En este caso, los
sujetos tuvieron que ejecutar la respuesta de sacar la lengua para obtener la
recompensa correspondiente a su grupo. Tanto en la etapa pre-cambio como post-
cambio el procedimiento experimental fue igual: comenzaba con la aparicién de un
tono, que era seguido de una ventana temporal de 2 segundos en la que los sujetos
debian ejecutar la respuesta. Si esta respuesta era positiva, se liberaba la gota de
solucién correspondiente, si no se ejecutaba no habia recompensa. Este ensayo se
repetia 100 veces por sesion con un intervalo inter trial era de 4 segundos. La etapa
pre-cambio durd 10 sesiones (de 100 ensayos c/u), mientras que la etapa post-cambio

fue de 5 sesiones (también de 100 ensayos c/u).

100 trizls
. | ] l
LRssp‘uaala?:
4228 Mo

Figura 4.10. Diagrama del Pre y Post-cambio (Condicionamiento Operante).

Toma de registros: Las variables comportamentales medidas fueron el tiempo de

respuesta y el nimero de respuestas correctas (es decir, cantidad de veces que los
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animales ejecutaron correctamente en la ventana temporal la respuesta de sacar la
lengua). A su vez, se tomaron registros electrofisioldgicos utilizando los electrodos
de 12 canales citados previamente en las sesiones 8 a 14. Para esto, previo al inicio
de cada sesion se removio el algoddn colocado en las craneotomias y se administrd
1 ml de lidocaina al 2% como anestésico local, una vez que el sujeto ya estaba
colocado en el cepo. Posteriormente, usando la lupa se ingreso el electrodo con la
ayuda de un micromanipulador a una velocidad de aproximadamente 10-20um/s,
hasta encontrar actividad neuronal en las coordenadas pre-establecidas. Los
electrodos fueron conectados a un pre-amplificador (ganancia x10) y finalmente al
amplificador (ganancia x1000), esta sefial fue registrada en una computadora que
adquiria los datos a una tasa de muestro de 30kHz. Al terminar la sesién, se retiraba
el electrodo. Asi, los electrodos fueron colocados y extraidos en cada sesion.

Los analisis y las pruebas estadisticas de los datos registrados fueron
implementados en MATLAB (The MathWorks Inc., USA). El primer paso consistio
en la identificacion de las unidades neuronales en base a caracteristicas de la forma
de los potenciales de accién. Las muestras obtenidas de registros se procesaron
utilizando un sorter denominado UltraMegaSort2000 (Figura 4.11), desarrollado por
el laboratorio de Neurofisica de la Universidad de California en San Diego (USA).
En primer lugar, el set de datos fue separado en miniclusters utilizando algoritmos
de tipo K-means. Estos miniclusters fueron agregados entre ellos de acuerdo a su
energia de interfase (Fee, 1996). Los cluster formados fueron inspeccionados
manualmente para agruparlos o separarlos de acuerdo a la distribucion de sus formas
de onda en graficos de componentes principales. El analisis de componentes
principales es uno de los métodos mas utilizados de extraccion (Abeles & Goldstein
1977; Rossant et al., 2016). Fueron incluidas en el analisis posterior solamente las
unidades con una sefial 4 veces mayor al ruido basal. Esto fue calculado como la
proporcion entre el valor de potencial promedio de los disparos de la neurona,
alineados en sus picos, y el desvio estandar de la sefial 1 milisegundo antes. Las
neuronas que cumplieron con este requisito fueron clasificadas como piramidales
putativas o interneuronas de acuerdo a parametros de su forma de onda promedio,
como ser la duracion de su amplitud media y el tiempo transcurrido entre el minimo
y el siguiente pico (Bartho et al., 2004).

Se identificaron unidades neuronales en base a caracteristicas de la forma de

los potenciales de accidn, y en base a todas las unidades encontradas se construyé un
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raster para cada neurona para cada sesion conteniendo los tiempos de disparo. Para
esto, con una resolucion de 1 ms, se computd con 1y 0 los eventos de disparo de
cada unidad a lo largo del tiempo para cada ensayo (o trial). Posteriormente, se
alinearon todos los ensayos correspondientes a cada unidad, y por cada sesion, y se
construyo un histograma de tiempos peri-estimulo (donde se tomé como tiempo “0”
el inicio del tono) (PSTH). Dichos PSTHs son matrices en las cuales cada fila
corresponde a un ensayo, y cada columna es un milisegundo del tiempo de la tarea,
donde hay un 0 si no ocurrié un evento de disparo en dicho ms, o un 1 si ocurrié un
evento de disparo. Cada ensayo esta alineado con los demas en el inicio del tono
(tiempo = 0 ms). Como cada ensayo es una repeticion de una secuencia de estimulos,
utilizando los PSTHs se puede promediar a lo largo de los ensayos cuél es la respuesta
de las neuronas, y si hay cambios dindmicos tomando ventanas de tiempo
consecutivas. A partir de esta informacion se realizaron los andlisis posteriores. A su
vez, para algunos analisis se utilizo el z-score, para lo cual se resto a cada ensayo el
valor promedio de disparo en una ventana inmediatamente anterior al inicio del tono,
y se los dividi6 por su desvio estandar a lo largo de los ensayos (ver desarrollo en la
siguiente férmula):

Xi — X_200ms a0ms
S

Vn

Zscore; =

Siendo Xi, el promedio de tasa de disparo para cada ventana de tiempo de
200ms, X el promedio de la tasa de disparo en la ventana de tiempo previa al
comienzo del tono (de -200ms a Oms), s el desvio estandar de la muestra y n la
cantidad de ensayos (100).
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Figura 4.11. Analisis offline de los registros utilizando el sorter UltraMegaSort2000. Los spikes
fueron agrupados en clusters de acuerdo a sus formas de onda. Los clusters seleccionados en color
verde (arriba) pueden separarse por su forma de onda promedio y por la distribucion espacial de sus
unidades en los componentes principales (abajo). La ultima poblacién fue descartada porque no
cumplia el criterio de ser asignada a ningln cluster a traves del método de componentes principales.

Resultados:
Resultados Comportamentales:

Porcentaje de Respuestas correctas:

Se cuantificd la cantidad de respuestas correctas y se las expresd en porcentaje
respecto al total de ensayos por cada sesion de entrenamiento. Se cuenta como
“respuesta correcta” a aquellos ensayos en los que el sujeto sacaba la lengua en la
ventana de tiempo correspondiente y obtenia de esta forma el refuerzo
correspondiente a su grupo. En la Figura 4.12a se observa el porcentaje de respuestas
correctas promedio para cada grupo por sesion. La linea punteada representa la
devaluacion de la recompensa, separando la ultima sesion pre-cambio (sesion 10) de
la primera sesion post-cambio (sesion 11).

Un ANOVA de medidas repetidas de los datos de la etapa pre-cambio para los
factores Sesion y Grupo indico un efecto significativo solo en Grupo (F(, s = 22.13,
p < 0.0033). Para el caso del post-cambio, no se encontraron efectos significativos
de ninguno de los factores (ps > 0.4). Las comparaciones multiples utilizando el

método de LSD Fisher arrojaron diferencias significativas entre grupos para todas las
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sesiones pre-cambio, excepto la tercera sesion. Mientras que no se obtuvieron
diferencias significativas entre grupos en las sesiones post-cambio (F = 8.056, p >
1.796e-09).

Tiempo de respuesta:

En la Figura 4.12b se representan los promedios de tiempos de respuesta, es decir,
el promedio del tiempo que demora el animal en responder en cada sesion dentro de
la ventana de oportunidad de 2 segundos. En los ensayos donde el animal no
respondié se considerd el tiempo de respuesta como el total de la ventana de
oportunidad. Un ANOVA de medidas repetidas de Sesion x Grupo para la etapa pre-
cambio indicé Unicamente un efecto significativo del factor Grupo (Fe) = 16.78, p
< 0.0064). Para el caso de la etapa post-cambio, un ANOVA de medidas repetidas

no logré detectar un efecto significativo de ninguno de los factores (ps > 0.1).
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Figura 4.12. Resultados comportamentales. (a) Porcentaje de respuestas correctas. (b) Tiempo de

respuesta. Grupo experimental: 32/4. Grupo control 4/4.

Durante los entrenamientos, sistematicamente se observé que los sujetos del
grupo experimental en la sesion 11 respondian mas en el comienzo de dicha sesion
que al final. Esto indicaria que los animales demoran en suprimir la respuesta luego
de la devaluacion. Por este motivo se dividieron las sesiones en bloques de 50

ensayos y se repitio el anélisis (Figura 4.13).
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Figura 4.13 — (a) Porcentaje de respuestas correctas en cada mitad de cada sesion
(bloques de 50 ensayos). (b) Tiempo de respuesta en cada mitad de cada sesion. Grupo

experimental: 16/2. Grupos controles 2/2 y 16/16.

Se realiz6 un ANOVA de medidas repetidas para las sesiones post-cambio,
para ambas variables comportamentales, que arrojo para el Porcentaje de respuestas
correctas un efecto significativo de la interaccion Sesion x Grupo (Fz1,.66) = 6.180, p
< 0.0001). Las comparaciones posteriores indicaron, para el grupo experimental, que
existian diferencias significativas entre el primer y el segundo bloque de ensayos de
la sesion 11 (p < 0.0342) y la sesion 15 (p < 0.02). Las demas sesiones no mostraron
diferencias significativas entre la primera y segunda mitad. Para el caso del grupo
control, se observaron diferencias significativas entre la primera mitad de la sesion
12 y la segunda mitad (p < 0.0150). A su vez, se encontraron diferencias
significativas entre los grupos para el segundo blogue de ensayos de la sesion 11 (p
< 0.0443) y para el segundo bloque de la sesion 15 (p < 0.03) (Figura 4.13).

Para el caso del tiempo de respuesta, el mismo analisis arrojo un efecto de la
interaccion Sesion X Grupo (Fe54) = 4.003, p < 0.0006). Los contrastes no detectaron

diferencias significativas entre bloques de ensayos en ninguna de las sesiones (ps >
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0.05). A su vez, solo se encontraron diferencias significativas entre los grupos en la
sesion 15-2 (p < 0.0138).
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Figura 4.14. (a) Porcentaje Respuestas correctas incluyendo la sesién 11 dividida en dos mitades
(bloques de 50 ensayos). (b) Tiempo de respuesta incluyendo la sesion 11 dividida en dos mitades.

Grupo experimental: 16/2. Grupos controles 2/2 y 16/16.

Resultados Registros Electrofisioldgicos:

Se analizaron los registros electrofisiol6gicos de 3 sujetos experimentales y 2 sujetos
control. Se obtuvieron registros de las sesiones 8, 9 y 10 (pre-cambio), y 11, 12, 13
y 14 (post-cambio). Una vez obtenidas las unidades neuronales, se procedid a
caracterizarlas como neuronas piramidales putativas o interneuronas, de acuerdo a
caracteristicas de las formas de onda promedio. La metodologia de caracterizacion
fue obtenida del estudio de Bartho et al. (2004), y utiliza como parametros: el tiempo
entre el minimo y el maximo posterior, y el ancho del pico de la onda. Las
interneuronas que presentaban valores mas bajos de ambos parametros no se
utilizaron en los andlisis posteriores (Figura 4.15). En total, se registraron 263
neuronas de la corteza prefrontal (170 de sujetos experimentales y 93 de sujetos
control). De todas estas se pudieron caracterizar 137 como piramidales putativas y
91 como interneuronas. La Tabla 4.b muestra la cantidad de neuronas piramidales de

CPF registradas por sesién y para cada grupo.
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Figura 4.15 — Caracterizacion de unidades neuronales segln el método explicado
publicado en Barthé et al (2004). Los puntos rojos representan las neuronas
piramidales putativas, mientras que los puntos azules representan las interneuronas.
El umbral utilizado para separar las poblaciones neuronales fue de 480ms.

Tabla 4.b. Cantidad de neuronas piramidales registradas para cada sesion y para

cada grupo.
Experimental (3 animales) Control (2 animales)
Sesion 8 n=11 n=15
Sesion 9 n=11 n=11
Sesion 10 n=11 n=13
Sesion 11 n=10 n=7
Sesion 12 n=9 n=8
Sesion 13 n=15 n=5
Sesion 14 n=8 n=3

En primer lugar, se calculé la tasa de disparos promedio de cada neurona. La
Figura 4.15 muestra la tasa de disparos promedio por sesion de cada neurona,
expresado en disparos por segundo (Hz). La tasa de disparo promedio de todas las
neuronas por sesion da una medida de la actividad general del area. La Tabla 4.c
muestra la frecuencia media de disparo para cada sesion (Hz + errores estandares).

Se realizd un analisis de modelos mixtos para estos datos, para la interaccion Sesion
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x Grupo que indico que no hay efectos significativos de ninguno de los factores (ps
> 0.06).

Tabla 4.c. Tasa de disparo promedio y SEM (en Hz) de las neuronas piramidales registradas para

cada sesion y para cada grupo.

Sesibn 8 Sesion 9 Sesion 10 Sesion 11 Sesion 12 Sesion 13 Sesion 14

Experimental 51,05 29+06 18+04 36+06 63+13 27405 22+04

Control 41+12 31+05 44+11 30£04 3313 361l 28+13

Tomando los valores individuales de la tasa de disparos promedio de cada
neurona durante la ventana del tono (Figura 4.16), se realizé un analisis de modelos
mixtos para los factores Sesion y Grupo. Este analisis mostré que no hay efectos
significativos de ninguno de los dos factores (ps > 0.09). Teniendo esto en cuenta, se
propuso analizar si existian diferencias en las sesiones 11 y 12 en comparacion con
la ultima sesién pre-cambio. Para esto se realizaron comparaciones mediante el test
no paramétrico de U de Mann-Whitney para muestras independientes. Se detectaron
diferencias significativas entre las neuronas de la sesion 10 y la 12 (p < 0.0024) en la
condicion experimental. Para el caso del grupo control, no se encontraron diferencias
entre las mismas sesiones (ps > 0.5). A su vez, no se encontraron diferencias

significativas entre los grupos para ninguna de las sesiones (ps > 0.5).
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Figura 4.16. Tasa de disparo promedio en la ventana del tono (1000 ms) en cada sesién para

ambos grupos. Cada valor individual corresponde a la tasa promedio de disparos de una neurona

a lo largo de una sesién. Grupo experimental: 16/2. Grupos controles 2/2 y 16/16.

Posteriormente, se procedi6 a analizar la actividad neuronal en relacion a los
tiempos de ejecucidn de la tarea. Para cada neurona se confecciond un histograma
peri-estimulo. Este tipo de andlisis permite observar si una neurona se activa
consistentemente a lo largo de los ensayos en algin tiempo especifico del
procedimiento de condicionamiento operante. Por esta razon, se utilizara una ventana
de tiempo de 200 ms, para poder observar los cambios dindmicos en la actividad de
las neuronas en relacion al estimulo (tono) y la recompensa. La Figura 4.17 muestra
el promedio de la actividad de las neuronas, normalizada a una ventana de 200 ms
inmediatamente anterior al inicio del tono (z-score). La utilizacion de esta
normalizacion permite definir si las neuronas registradas presentan un cambio de
comportamiento en relacion a su propia actividad basal (lo cual permitiria entender
si los cambios observados son producto de la presentacion de los estimulos, més alla
de la actividad caracteristica de cada neurona). Se observa en este caso, que existe
una alta variabilidad en ambos grupos en la actividad de las neuronas registradas, y
no parece haber un patron de respuesta diferencial en algin momento del

entrenamiento que diferencie a los grupos.
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Figura 4.17. Z-score promedio de todas las neuronas registradas para ambos
grupos: 32/4 (n =75),y 4/4 (n = 62). El tiempo 0 corresponde al inicio del tono.
Grupo experimental: 16/2. Grupos controles 2/2 'y 16/16.

Tomando en cuenta la Figura 4.17, se presentan los datos de los z-score
promedio por sesion y por grupo, para analizar la actividad de las neuronas en
relacion al comportamiento de los sujetos (Figura 4.18 grupo experimental y Figura

4.19 grupo control).
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Figura 4.18. Z-score promedio para cada sesion de las neuronas registradas del grupo
experimental 32/4. El tiempo O representa el inicio del tono. El rectangulo amarillo

sefiala el tiempo de tono.
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Figura 4.19. Z-score promedio para cada sesion de las neuronas registradas del grupo control
4/4. El tiempo 0 representa el inicio del tono. El rectangulo amarillo sefiala el tiempo de tono.
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En la Figura 4.18 puede observarse en el grupo experimental un aumento
relativo repentino en la actividad durante la presentacion del tono en las neuronas
registradas en la sesion 11, lo cual no se observa con claridad en las demas sesiones,
y tampoco el grupo control. Teniendo en cuenta esto, se procedid a caracterizar
unidades neuronales que tuvieron un comportamiento diferencial en relacion a los
estimulos. De esta manera, se identificaron neuronas en ambos grupos que
presentaron individualmente un aumento o disminucion de la tasa de disparo durante
la presentacion del tono en comparacion con la actividad basal. Para esto se elaboro
una matriz conteniendo los valores normalizados de la tasa de disparo a lo largo del
tiempo (z-score) en ventanas de 200 ms. Con esto se hicieron comparaciones entre la
ventana basal y la ventana del tono para cada neurona, lo que permitio caracterizar
aquellas neuronas que se activaron (aumentando su tasa de disparo
significativamente) y cuales se inhibieron (disminuyendo su tasa de disparo). Para
comprobar esto se compararon en los z-score ventanas de 200 ms posteriores al inicio
del tono con la ventana ‘basal’, la cual corresponde a los tiempos -200 a 0 ms,
utilizando la Prueba de suma de rangos de Wilcoxon (e.g., Mininni, et al., 2017;
Morton et al., 2024; Wallis & Miller, 2003). Las neuronas que mostraron una
diferencia estadisticamente significativa y también un aumento relativo mayor a 3
veces a la actividad basal en algin intervalo dentro del tiempo del tono, fueron
consideradas neuronas que se “activan” en el tono. De forma andloga, fueron
clasificadas las neuronas que se “inhiben” en el tono. Esta informacion esta resumida

en la Tabla 4.d.

Tabla 4.d. Neuronas que se activan o se inhiben significativamente en comparacién a su respuesta

basal, para cada sesidn. Se expresa también el porcentaje en relacion al total de neuronas registradas.

Experimental 32/4 Control 4/4

Activan % Inhiben % Activan % Inhiben %
Sesion 8 0 0.0 2 182 2 133 1 6.7
Sesion 9 0 0.0 1 91 0 00 O 0.0
Sesion 10 3 273 1 9.1 0 0.0 0 0.0
Sesion 11 4 400 O 0.0 0 0.0 0 0.0
Sesion12 0 0.0 1 111 0 00 O 0.0
Sesion 13 1 67 2 133 0 00 O 0.0
Sesion 14 1 125 1 125 0 0.0 0 0.0
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Se puede observar que en el grupo control el porcentaje de neuronas que se
“activan” o “inhiben” durante el tono fue mas bajo.

Considerando estos resultados, se calcul6 la tasa de disparos promedio a lo
largo de los ensayos para todas las neuronas tomando sélo el intervalo de tiempo en
el que las neuronas alcanzan el maximo valor en la sesion 11 dentro del tono (de 200
a 400 ms después del inicio del mismo). Estos resultados se normalizaron utilizando
el z-score y se analizaron utilizando un analisis de modelos mixtos de Sesion x
Grupo. La Figura 4.20 muestra los resultados por sesion para cada grupo. Se
encontro un efecto significativo de la interaccion Sesion x Grupo (Fs 100) = 2.897, p
< 0.0175). Los contrastes multiples indicaron diferencias significativas entre los
grupos en la sesion 11 (p < 0.0311). Esto parece indicar que, en esta ventana de
tiempo, las neuronas piramidales putativas de la CPFm del grupo experimental

aumentan su tasa de disparo en la primera sesién post-cambio.

3.0 %
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iyl 4/4

1.01

0.51 { o

0.01

-0.5: { { }
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-1.01
-1.54
-2.0

8 9 10 11 12 13
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Figura 4.20. Z-score promedio de todas las neuronas registradas en la ventana de tiempo

de 200-400 ms en cada sesi6n para ambos grupos. Grupo experimental: 32/4. Grupo
control: 4/4.

Finalmente, se muestran como ejemplos de las neuronas que se “activan”
durante el tono de la sesion 11. En dicha sesion hay mayor cantidad de ensayos donde
el animal no responde (Figura 4.12a). En relacion a esto, se promedio la actividad

neuronal a lo largo de los ensayos en los que el sujeto responde y en los que no
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responde. Interesantemente en un mismo registro encontramos una neurona que se
“activa” en el tono indistintamente a si ocurre respuesta o no, mientras que otra
neurona se “activa” en el tono preferentemente si el animal va a ejecutar la respuesta
(Figura 4.21). Se puede observar como parece haber un alineamiento de los disparos
en el momento del tono, para ambas neuronas graficadas. A su vez, se procedio a
constatar si la tasa de disparo variaba significativamente para los ensayos en los que
la rata respondia correctamente vs. aquellos en los que no. Para el caso de la neurona
“66” (Figura 4.21a) se encontraron diferencias significativas en la tasa de disparo
promedio en la ventana del tono (p < 0.01) entre los ensayos de respuestas correctas
vs incorrectas. Para el caso de la neurona “64” (Figura 4.21b), no se encontraron
diferencias significativas (ps > 0.9). Esto parece indicar que hay neuronas que

responden diferencialmente si el animal va a ejecutar una respuesta instrumental.

spike/seg

# ensayo

100 ==
Tiempo (Segundos)

Figura 4.21. Ejemplos de neuronas (a y b) que se activan significativamente en la sesion 11. Se
grafican los disparos por segundo para cada neurona en rojo los ensayos en los que el animal no
respondio y en verde cuando si respondio. A su vez, se grafican los PSTH de las mismas neuronas.
En ambos casos el tiempo O representa el inicio del tono y el rectangulo amarillo representa la

ventana del tono.

Discusion:

Los resultados presentados en este Gltimo experimento resultan ser un puntapié
inicial para el estudio del circuito neuronal de la frustracién en la corteza pre-frontal.
Tal como se planted en el comienzo del capitulo, la actividad de la corteza pre-frontal

pareceria ser fundamental para la expresion del fendmeno de CNS, por lo que los
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registros electrofisiologicos resultan ser una herramienta muy til para tratar de
comprender qué patron de respuesta tiene esta estructura en consecuencia a la
devaluacion sorpresiva de una recompensa.

Los resultados comportamentales, mostraron una tendencia que parece
representar un efecto de CNSi en la variable de porcentaje de respuestas correctas,
aunque no se detectaron diferencias significativas entre los grupos. El tamafio de
muestra aun es pequefio, por lo que la potencia de los tests puede no ser suficiente
para expresar un efecto robusto. Sin embargo, se encontraron diferencias
significativas entre la primera mitad y la segunda mitad de la primera sesion post-
cambio, lo que podria estar indicando que los sujetos no suprimen inmediatamente
la respuesta. De manera interesante, este experimento parece indicar que estos
pardmetros resultan suficientes para el estudio del fendbmeno de contraste. La
cantidad de sesiones pre y post-cambio son las tipicamente utilizadas en el paradigma
de CNSc, al igual que la recompensa de soluciones azucaradas. En este caso, los
sujetos debian ejecutar una respuesta para obtener el refuerzo, lo que vuelve a este
paradigma uno instrumental u operante. Estudios previos habian fallado en encontrar
un efecto de CNSi en un corredor recto utilizando soluciones azucaradas. En este
caso, la tarea instrumental parece ser menos costosa y los sujetos logran adquirir una
respuesta consistente a lo largo de las sesiones que luego es suprimida en la etapa
post-cambio. De esta manera, es sumamente interesante para un futuro haber
encontrado parametros suficientes para estudiar este fenémeno paradojico utilizando
un protocolo de cabeza fija, lo que permitira avanzar en el conocimiento de sus bases
neurofisioldgicas.

Para el caso de los registros electrofisiologicos, la cantidad de neuronas
registradas es muy pequefia como para encontrar resultados con relevancia
estadistica. A su vez, al ser un estudio preliminar, se realizé una bateria de analisis
que permitio encontrar el momento de la sesion de entrenamiento en el que se observa
el efecto diferencial del grupo experimental. Sin embargo, haciendo promedios
generales de tasa de disparo, se pueden observar diferencias significativas entre la
sesion 10 (ultima pre-cambio) y la 12 (segunda post-cambio) en el grupo
experimental, lo cual indicaria una mayor actividad de las neuronas registradas en la
sesion 12. De manera interesante, las tasas de disparo del grupo experimental parecen
responder de manera diferencial en relacién al estimulo (tono) en la Gltima sesion

pre-cambio comparada a la primera post-cambio, lo que podria indicar un cambio en
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el patron de respuesta en consecuencia a la nueva recompensa. Este efecto se observa
particularmente entre los 200 y 400 milisegundos después del inicio del tono. A su
vez, se encontrd que existe un mayor nimero de neuronas que se activan en la sesion
11 en la ventana del tono, y este resultado no se replica para el grupo control.

Las celulas de la CPFm se pueden dividir en excitatorias o inhibitorias. Las
excitatorias son las mas abundantes (aprox. 75%) y son del tipo glutamatergicas.
Dentro del grupo mayoritario podemos encontrar a las neuronas piramidales (grupo
més abundante) y las estrelladas. Las neuronas piramidales putativas, como las
registradas en este experimento, han sido ampliamente caracterizadas por sus
conexiones con otras areas, y dentro de la misma corteza, y por su participacion tan
diversa en distintos circuitos con funciones distintas. Por ejemplo, estas neuronas y
la CPF en general, son altamente sensibles a la modulacion de neurotransmisores
como puede ser la dopamina. Incluso, se ha documentado que la interaccién entre
neuronas dopaminérgicas de la VTA con neuronas piramidales de la CPFm provocan
una co-liberacion de dopamina y de glutamato en la CPFm (Perez-Lopez et al., 2018;
Ellwood et al., 2017). Como se describié anteriormente, la dopamina es un
neurotransmisor que parece ser clave en el fendmeno de CNS, y se ha reportado que
su modulacion afecta la aparicion de la respuesta de frustracion (Phelps et al., 2015).
Las neuronas registradas y analizadas en este experimento, fueron potencialmente
piramidales glutamatérgicas, por lo que son candidatas de mostrar diferencias en su
actividad luego de la devaluacion del refuerzo. Se necesitan mas réplicas para
ahondar en esta hipdtesis, y se plantea registrar con este mismo protocolo la actividad
de VTA.

En conclusion, los datos hasta ahora parecen ir en linea con la idea de que la
CPFm tiene un papel importante en el fendbmeno de CNSi, ya que los sujetos
experimentales que expresan una supresion de la conducta, también muestran una
tasa de disparo diferencial luego de la devaluacion. Proximas réplicas de este estudio

permitiran corroborar la tendencia encontrada hasta el momento.

Conclusién general:

Los resultados de este capitulo mostraron una actividad diferencial de la corteza pre-
frontal medial luego de la devaluacion de la recompensa. Indistintamente si la

recompensa es una solucion azucarada o alimento solido, la CPFm muestra una
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mayor actividad luego de la devaluacion, y esta actividad podria estar relacionada
con un cambio en la conducta de los sujetos.

En el Experimento 8, se observa un aumento de la actividad de la corteza
cingulada anterior luego de la primera sesién post-cambio. Este cambio en la
actividad también se condice con un aumento de la conducta de rearing y de
ambulacion. En cuanto al desempefio, aln en la primera sesion post-cambio no se
observa una disminucién significativa del tiempo de recorrido, ya que el efecto de
CNSi depende de la formacién de una conducta anticipatoria, que generalmente se
observa en la segunda sesion post-cambio.

En el Experimento 9, se observa un aumento de la actividad de las neuronas
registradas en la sesion 11, 200 milisegundos después de la aparicion del tono. A su
vez, se observa un cambio en el comportamiento de los sujetos que suprimen la
respuesta cuando perciben la devaluacién de la concentracion de la solucion. Al
mismo tiempo, en la sesidén 12 se encuentra un aumento significativo de la tasa de
disparo general de las neuronas.

En ambos casos, parece existir una relacion entre la actividad de la CPFm y el
cambio en la conducta que se observa luego de la devaluacion. Estas observaciones
resultan novedosas para la bibliografia del fendmeno de CNSi, ya que anteriormente
no se habian obtenido resultados sobre el papel de esta estructura sin utilizar técnicas
de lesiones irreversibles. Como se describi6 previamente, la CPFm se ve activada en
circunstancias donde se necesita desambiguar acciones relacionadas a estimulos
cambiantes en el ambiente. La idea de que los sujetos en ambos experimentos
cambian la estrategia comportamental ante un contexto que predice un refuerzo, pero
que efectivamente presenta otro, parece indicar que se requiere de esta estructura que
podria actuar como un sitio de relevo de la informacion para modificar la conducta.
En este punto, es interesante recalcar que animales sin CPFm no presentan un efecto
de CNSi tal y como se presenta en mamiferos, mostrando un ajuste paulatino a la
nueva recompensa obtenida. A su vez, mamiferos con una CPFm subdesarrollada
(por ejemplo, ratas neonatas) tampoco muestran el efecto de supresion
desproporcionada de la conducta luego de la devaluacién de una solucion azucarada.
Los resultados presentados en esta Tesis apuntan en esta direccion, proponiendo la
CPFm como una estructura clave en el fendmeno de contraste instrumental, que esta
relacionada al cambio de comportamiento (posiblemente a la supresion rapida de la

conducta), y que podria ser objeto de estudio de otros fendmenos paraddjicos del
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reforzamiento que tampoco se presentan en otros grupos de animales. El
conocimiento de su funcionamiento en paradigmas donde se presentan cambios
sorpresivos de la recompensa puede dar lugar a la interpretacion de conductas que se

expresan para atravesar situaciones cotidianas de fallas en la prediccién de refuerzos.
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Capitulo 5

Conclusiones generales y direcciones futuras
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Los resultados obtenidos en esta tesis representan un avance en el campo del estudio
de los fendmenos paradojicos del reforzamiento, particularmente del CNSi, y de sus
bases neurales. Los Capitulos 2 y 3 se centraron en determinar la forma en que una
serie de pardmetros modulan la aparicion del efecto de contraste luego de la
devaluacién de una recompensa. Por otro lado, los resultados del Capitulo 4, aun
siendo preliminares, permitieron comenzar a describir el papel de la CPFm en el
fendmeno de CNSi.

Los Experimentos 1, 3, 4, 5 y 6 incluyeron condiciones experimentales que
implicaban una devaluacion del refuerzo en una proporcion de 8:1. En todos los
casos, esta devaluacidn sucedio después de una serie de ensayos reforzados de forma
continua. Sin embargo, solamente en el Experimento 6 se obtuvo un efecto de CNSi,
por lo que la mera devaluacion del incentivo no es suficiente para detectar un efecto
de CNS. La experiencia previa con el reforzador alto pareceria ser una de las
condiciones clave para la expresion del fendomeno. El protocolo que obtuvo un efecto
de contraste fue el de mayor cantidad de ensayos pre-cambio (16 sesiones de ensayos
masivos). Por otra parte, cuando los animales eran entrenados utilizando ensayos
distribuidos (IT1 de 24 hs), el efecto se observo solamente utilizando 24 ensayos pre-
cambio (Fernandez et al., 2024).

Asi, podria concluirse de esta serie experimental que la experiencia previa a la
devaluacién del incentivo debe ser suficientemente larga. En términos tedricos
podriamos suponer que el nimero de ensayos previos afecta la certidumbre que tiene
el animal sobre la aparicion del refuerzo, es decir, afecta la expectativa. Los sujetos
que previo a la devaluacion experimentan menos veces el refuerzo de alto valor
tienen menos certeza, por lo que la devaluacion resultard menos sorpresiva. Segun la
Teoria de la Frustracion, el efecto de la supresion de la conducta se da a partir de
que los sujetos experimentan la violacion de una expectativa. Es decir, cuanto mayor
sea la asociacion entre el contexto y el refuerzo, mayor probabilidad de ejecucion de
la respuesta instrumental por parte de los sujetos. De la misma manera, en los
mamiferos, una devaluacién sorpresiva de la recompensa (superando un umbral),
tiene como consecuencia la supresion de la conducta a niveles de respuesta mas bajos
que lo que expresan los sujetos que no experimentan la devaluacion, pero siempre
reciben el monto bajo del refuerzo.

El uso de ensayos masivos disminuyé el nimero de dias necesario para obtener

un efecto de CNSi robusto, lo que tiene una gran relevancia a nivel procedimental,
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ya que permite replicar los experimentos rapidamente, aumentando la muestra de
sujetos y favoreciendo la replicabilidad. A su vez, esto facilita la consistencia de las
condiciones de entrenamiento durante todo el experimento. Mientras que para el caso
de entrenamientos distribuidos un protocolo de 22 dias no logré mostrar el efecto,
para el caso de masivos un protocolo de 20 dias si mostro el efecto. Si bien, el nUmero
total de ensayos obviamente aumenta cuando se utilizan 4 ensayos por sesion y, por
lo tanto, el entrenamiento masivo permite que los animales adquieran mas
experiencia en menos dias, hay otro factor clave que diferencia al entrenamiento
masivo del distribuido: el sistema de memoria implicado. Los sistemas de memoria
y, consecuentemente las estructuras implicadas, difieren cuando se evoca un evento
ocurrido 24 horas antes en comparacion con un evento ocurrido minutos antes. Por
ejemplo, el rol del hipocampo difiere cuando los ensayos son masivos o distribuidos
(Flaherty et al., 1998). En distintos estudios, no especificamente de contraste, se ha
mostrado que el desempefio de los sujetos en distintos tipos de tareas instrumentales
espaciales hipocampo-dependientes, mejoran cuando los entrenamientos son
masivos en comparacion a distribuidos (Wingard et al., 2016). Podria decirse que el
CNSi es una tarea “hipocampo dependiente”, ya que lesiones del hipocampo
eliminaron el efecto de CNSi pero no el CNSc (Flaherty et al., 1998). Sin embargo,
en dicho estudio se utilizé un protocolo masivo; en una condicién de entrenamiento
distribuido esta misma lesion podria no afectar al CNSi.

Curiosamente, los Experimentos 3 y 4 utilizan la misma cantidad de ensayos
pre-cambio y la misma recompensa, con dinamicas de entrenamiento distribuido y
masivo respectivamente. En el Experimento 3, con ensayos distribuidos, se muestra
que no hay diferencias entre grupos en la etapa pre-cambio (todos los grupos
responden de la misma manera ante distintos refuerzos). Por el contrario, en el
Experimento 6 si se encuentran diferencias entre grupos en la etapa pre-cambio. Esto
sugiere que el efecto de la magnitud de la recompensa sobre el desempefio se
robustece cuando la recompensa anterior fue reciente, en comparacion con un
refuerzo recibido el dia anterior. Es mas, los analisis por sesion del Experimento 6
mostraron que el efecto de la magnitud de la recompensa en la fase pre-cambio (16
vs. 2 pellets) ocurrian en los ensayos 2, 3 'y 4, pero no en el primer ensayo.

Siguiendo en esta linea, el estudio de los cambios comportamentales ante
nuevas condiciones en el reforzamiento, puede brindar informacién valiosa sobre los

procesos cognitivos y emocionales que tienen que atravesar los sujetos para resolver
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las situaciones dinamicas del ambiente. En este contexto, se logro avanzar en el
conocimiento sobre el cambio conductual que surge como consecuencia de la
devaluacién de una recompensa. En el Experimento 7 se observé un aumento en las
conductas de rearing y de ambulacién, comportamientos que han sido entendidos en
relacion al aumento del estrés y la ansiedad. De manera interesante, este cambio
comportamental no es igual en sujetos que no ejecutan la respuesta instrumental para
obtener la recompensa. Este resultado fue sorpresivo y no es facil de interpretar.
Parece implicar que la devaluacion de un incentivo no sea en si misma suficiente
para inducir malestar emocional. Futuras investigaciones deberan estudiar con mas
detalle las diferencias entre las condiciones “corredor” y “caja meta” para determinar
cual es el factor clave que produce el aumento de las conductas de rearing y
deambulacion en los animales devaluados. Una explicacion tentativa para los
resultados del Experimento 7 tiene que ver con el esfuerzo de respuesta, un tépico
desarrollado en el segundo capitulo de esta Tesis. En los mamiferos, los
requerimientos energeéticos de los organismos son altos, y la idea de perder un recurso
asegurado y de alta relevancia (como puede ser un alimento) requiere de mecanismos
conservados que permitan hacer un switch entre un comportamiento de forrajeo y
uno de busqueda. La condicion “corredor” requeriria un mayor esfuerzo de respuesta
que la condicidon “caja meta” y este podria ser el factor diferencial entre las
condiciones.

Otro aspecto interesante a considerar, es que la informacion disponible en la
bibliografia muestra que las soluciones azucaradas empleadas en un protocolo de
CNS en un corredor recto, no provocan un efecto de contraste instrumental que se
visualice como una disminucion del tiempo de recorrido (Sastre et al., 2005). Sin
embargo, en el Experimento 9 de esta Tesis se consiguio generar un efecto de CNSi
utilizando soluciones azucaradas en una preparacién en la cual los animales estaban
inmovilizados y debian responder mediante la lengua para obtener una recompensa.

Por ultimo, la CPFm demostro ser relevante para la expresion del efecto de
contraste. El conocimiento aportado por las neurociencias sobre la funcién y
conectividad de esta regién cerebral sugiere que esta region cumple un rol
determinante en el CNSi. Los resultados que se presentaron aqui son los primeros
datos empiricos que apoyan esa suposicion. Tanto en el Experimento 8 como en el
Experimento 9 se encontrd actividad diferencial en esta region en animales

devaluados en comparacion con animales no devaluados. Ambos experimentos
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utilizaron procedimientos y técnicas de registro distintas y, sin embargo, los
resultados apuntan en una misma direccion.

En resumen, esta Tesis ha permitido concluir que:

1. El fendbmeno de contraste instrumental ocurre con un numero minimo de
ensayos de adquisicion o pre-cambio (es dependiente del establecimiento
de una expectativa), y es sensible a las condiciones de entrenamiento
(masivo o distribuido). En nuestra situacion de experimental, para la
condicion de entrenamiento distribuido se requiere de un numero alto de
sesiones diarias de pre-cambio (i.e., 24 sesiones de un solo ensayo por dia);
mientras que para el caso de entrenamiento masivo, el efecto emerge tras 12
sesiones diarias previas al cambio (con 4 ensayos por sesion).

2. El fendmeno de contraste instrumental induce la aparicion de otras conductas
medibles atribuibles a un estado de activacion emocional. Tales conductas
ocurririan como efecto del entrenamiento en el corredor recto, y no
simplemente por la devaluacion del incentivo.

3. La actividad neural de al menos un sector de la corteza pre-frontal medial se
altera por la devaluacion del incentivo, tanto en una situacion de corredor

recto como en una tarea instrumental con restriccion de movimiento.

Los resultados aqui presentados representan el comienzo de nuevas lineas
experimentales en el laboratorio de Biologia del Comportamiento del IBYME, y en
un futuro se espera avanzar sobre la descripcidn de los circuitos neurales subyacentes
fundamentales para la aparicién de la respuesta de frustracion. Sin embargo, los
experimentos presentados tienen como limitacion que se hicieron s6lo con
ejemplares machos de rata Long Evans, por lo que a futuro sera necesario también

explorar los pardmetros aqui propuestos en hembras de la misma cepa y especie.
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