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Resumen En el presente estudio, se realizaron dos experimentos con el propósito de evaluar los efectos del estrés agudo inducido por restricción motora sobre los niveles sistémicos de corticosterona (hormona secretada en situaciones estresantes) y la memoria de dos tipos de omisión de recompensas, extinción en el laberinto de Barnes y Contraste Sucesivo Negativo Consumatorio (CSNc), empleando ratas Wistar macho como sujetos experimentales. En el experimento 1, la restricción fue inducida durante una hora antes de iniciar un ensayo de prueba, 24 horas después de la extinción de la tarea espacial en el laberinto circular de Barnes. Se encontró un efecto leve, en el que el estrés aparentemente facilitó el recobro de la extinción de la preferencia espacial, aunque no afectó los niveles de corticosterona, que fueron similares en los dos grupos evaluados. En el experimento 2, el estrés por restricción, inducido antes del ensayo luego de la devaluación en el procedimiento de CSNc, produjo una supresión del consumo de sacarosa, específico para los animales del grupo con estrés y devaluación. Este efecto se prolongó durante la primera parte de los siguientes ensayos y fue de carácter temporal. De manera congruente, los animales de este grupo presentaron niveles de corticosterona mayores que los sujetos del grupo que solo fue devaluado. Se discute sobre diferencias en las tareas que no permiten hacer una interpretación análoga de los efectos del estrésen ambos experimentos y se plantea la realización de modificaciones procedimentales, para obtener un efecto más robusto del estrés en la recuperación de la extinción. Palabras clave: Aprendizaje Espacial, Corticosterona, Laberinto de Barnes, Extinción, Omisión de recompensas, Constraste Sucesivo Negativo Consumatorio, Estrés por restricción.
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Abstract In the present study, two experiments were conducted to evaluate the effects of acute stress induced by restraint on systemic levels of corticosterone (hormone secreted in stressful situations) and the memory of two types of reward omission, extinction in the Barnes maze and Consummatory Successive Negative Contrast (cSNC), using male Wistar rats as experimental subjects. In Experiment 1, the restraint was induced for one hour, before starting a trial run 24 hours after the extinction of the spatial task in the Barnes circular maze. Results show a slight effect. Apparently stress facilitated the recovery of the extinction of the spatial preference, but did not affect corticosterone levels that were similar in both groups evaluated. In Experiment 2, there was a significant enhancement of the cSNC effect by restraint stress, induced prior to the trial after the downshiftin the cSNC procedure,which was specific to the downshifted condition.This effect lasted for the first part of the following trials and was temporary. Consistently, the animals in this group had higher corticosterone levels than subjects in the group only downshifted. It is discussed,the differences in the tasks that do not allow a similar interpretation of the effects of stress in both experiments and considers the implementation of procedural changes, to obtain a more robust effect of stress on recovery from extinction. Key
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Introducción Aprendizaje y Memoria Se puede entender el aprendizaje como un “cambio relativamente permanente en los mecanismos de la conducta que comprende estímulos y/o respuestas específicos y que resulta de la experiencia previa con estímulos y respuestas similares” (Domjan, 2010). Por su parte, la memoria puede considerarse como la capacidad para almacenar información relevante para el organismo (Soriano, Guillazo, Redolar, Torras y Martínez, 2007). De esta manera para que se establezca la memoria de alguna información,ésta debe haber sido aprendida en un primer momento, razón por la cual se puede afirmar que existe una relación interdependiente entre aprendizaje y memoria (Rosenzweig y Leiman, 1992). Típicamente se han propuesto dos formas de aprendizaje: asociativo y no asociativo. El primero requiere que dos estímulos y sus consecuencias sean contiguos temporalmente y que exista una validez predictiva entre el estímulo y la consecuencia, como es el caso del condicionamiento clásico y el condicionamiento operante. En el condicionamiento clásico se establece una contingencia entre dos estímulos, uno de ellos inicialmente relevante desde el punto de vista biológico o estímulo incondicionado (EI) y otro en principio irrelevante o neutro (EN). Antes de iniciar el condicionamiento, el EI genera respuestas intensas en el individuo, mientras que el EN no. Luego de repetidas presentaciones del EI seguido del EN se genera una asociación entre ellos que se hace evidente cuando el EN comienza a producir respuestas relevantes en el organismo, convirtiéndose así en un estímulo condicionado (EC). Por su parte, el condicionamiento operante consiste en el establecimiento de una triple contingencia entre un estímulo ambiental o estímulo discriminativo (ED), una respuesta operante dada por el individuo (RO) y una consecuencia ambiental (C). El ED se encarga de informar al individuo sobre de la vigencia de la situación operante, caracterizada por la disponibilidad o no, de la consecuencia contingente a la emisión de la respuesta por parte del individuo. La
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consecuencia puede tener el efecto de incrementar la probabilidad de emisión de la respuesta operante o disminuirla (Domjan, 2010). Por otro lado, en el aprendizaje no asociativo, la relación entre los estímulos no es necesaria, y es caracterizado por un aumento o una disminución en la respuesta de un organismo, como consecuencia de la presentación repetida o constante de un mismo estímulo (Kandel, Jessell y Schwartz, 1997). También se han propuesto diferentes tipos de memoria clasificados según su curso temporal: memoria a corto plazo y memoria a largo plazo; y según su contenido: por un lado la memoria no declarativa o implícita, que no requiere de la intención para ser adquirida ni recuperada; y por el otro, la memoria declarativa o explícita, subdividida a su vez en memoria episódica (de eventos) y semántica (de hechos) (Sandi y cols, 2001; Tulving, 2002). La memoria como proceso está determinada por un sistema de información que está compuesto por diferentes fases: adquisición, consolidación y recuperación (Tarpy, 2000; Good, 2002). Una tarea es adquirida cuando el sujeto aprende la relación entre diferentes estímulos o adquiere las habilidades necesarias para responder adecuadamente a éstos. Esta fase se ha estudiado en múltiples modelos experimentales de condicionamiento clásico y operante, así como en tareas de aprendizaje espacial. El periodo de consolidación inicia luego de producirse el aprendizaje y finaliza cuando la memoria se establece definitivamente. La recuperación o recobro implica la activación de la información previamente almacenada y de las respuestas conductuales que evidencian su aprendizaje, a partir de las demandas que le presenta el ambiente (Camelo-Roa, Yepes y Torres, 2005). Sin embargo a pesar de ser fácilmente descrita desde el punto de vista conceptual no ha sido fácil su estudio en las pruebas de laboratorio, ya que funcionalmente es interdependiente con la consolidación (Summers, Crowe y Kim, 2003). Uno de los paradigmas de aprendizaje asociativo más ampliamente estudiados es el de tipo espacial que implica la memoria episódica, dado que registra datos concernientes a la experiencia del sujeto en un contexto espacio-temporal, permitiéndole ubicarse mediante el uso de claves presentes en ese contexto, y la elaboración de mapas para lograr una adaptación efectiva al medio (Redish, 1999). La capacidad de los individuos para utilizar este tipo de aprendizaje se conoce como memoria espacial y permite a los individos reconocer, codificar, almacenar y recuperar información espacial sobre arreglos de objetos o rutas específicas, que dan cuenta de la ubicación de un
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organismo (Kessels, de Haan, Kappelle y Postma, 2001). Se han desarrollado diversos modelos para el estudio del aprendizaje espacial, que permiten una aproximación más cercana a los mecanismos neurobiológicos implicados en éste. Entre ellos, se destacan los laberintos, en su mayoría diseñados para roedores, que permiten evaluar el aprendizaje espacial, con características y protocolos que varían de acuerdo con lo que cada investigador desea medir. Entre los laberintos más empleados se encuentran el laberinto radial, el cual consiste en un espacio central del que parten de manera equidistante varios corredores o brazos, en cuyos extremos se ubica comida. A lo largo de varios ensayos de entrenamiento, los animales aprenden a no entrar en los brazos en los cuales recientemente han entrado para tomar el alimento (Sandi y cols., 2001). El objetivo principal de este laberinto, es evaluar la capacidad de los animales para recordar lugares en los cuales se puede obtener el reforzador. El laberinto acuático de Morris, es una piscina circular llena de agua opaca en la que se sitúa una plataforma de escape escondida bajo el agua (Morris, 1984). El objetivo del entrenamiento en este instrumento es permitir que el animal encuentre la ubicación de la plataforma por medio de la información sobre su posición relativa con respecto a marcas dístales o externas al laberinto (Redish, 1999). Para esto, en cada ensayo se varía el punto desde donde los animales inician su exploración y en un ensayo final, realizado por lo general 24 horas después del entrenamiento, se retira la plataforma de escape y se evalúa la exploración en los cuatro cuadrantes virtuales en los que se divide la piscina. Finalmente el Laberinto Circular de Barnes, que se basa en la preferencia innata que tienen los roedores por los lugares oscuros y cerrados (Harrison, Reiserer, Tomarken y McDonald, 2006; Vargas, Múnera y Lamprea, 2011), consiste en una plataforma circular elevada un metro sobre el suelo, que contiene en su periferia un número variado de agujeros, uno de los cuales le permite al sujeto escapar de un ambiente abierto e intensamente iluminado (en ocasiones además, se incluye un ruido blanco). Estas condiciones presentan variaciones dependiendo del laboratorio donde se emplee el laberinto, como por ejemplo el tamaño, cuando se usan ratones como sujetos experimentales, o el uso de un reforzador de tipo apetitivo (Carrillo-Mora, Magdab y Santamaría, 2009). Se supone que los animales aprenden la localización del agujero que los conduce a la caja de escape usando puntos de referencia espaciales fijos en relación con el laberinto (claves externas al laberinto) y claves del laberinto como tal, en relación con el agujero de escape (claves proximales). Barnes (1979) caracterizó tres patrones conductuales básicos que emplean los animales para solucionar este laberinto: a) patrones aleatorios de exploración: los que implican la
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exploración de los agujeros sin ninguna dirección en particular, no presentándose una preferencia por el agujero meta; b) patrones de exploración serial: donde el animal explora sistemáticamente todos los agujeros de uno en uno, hasta encontrar la meta; y c) patrones de recorrido directo, donde el animal realiza desde el inicio del ensayo, movimientos con dirección a la meta, presentando de esta manera una preferencia espacial por el área del laberinto que se relaciona con la posibilidad de escapar de la situación aversiva (Redish, 1999). Las investigaciones sobre el aprendizaje en general y en particular del aprendizaje de tipo espacial, desde hace algún tiempo se han enfocado en encontrar los mecanismos neurobiológicos que están involucrados en este fenómeno y que dan cuenta de comportamientos como los que presentan los roedores en los laberintos y de las fallas en aprendizaje y memoria encontradas en humanos (Barnes, 1988). Varios estudios con roedores han encontrado que el hipocampo es una estructura fundamental para el aprendizaje y la memoria de tareas espaciales (O'Keefe y Nadel, 1978; Eichenbaum, Dudchenko, Wood, Shapiro, y Tanila, 1999; Pearce, Good, Jones y McGregor, 2004; Morris y cols, 2006). Por ejemplo, algunos de esos estudios se han centrado en la lesión de esta región, la cual produce deficiencias en el aprendizaje y en el recobro de la memoria de tipo espacial (Eichenbaum y cols, 1999). Otras investigaciones han evaluado el papel de un tipo especial de células del hipocampo que aumentan su frecuencia de descarga cuando el animal se encuentra en una ubicación particular y/o frente a una dirección específica denominadas células de lugar (Redish, 1999; Poucet, Lenck-Santini, Paz-Villagrán y Save, 2003). Adicionalmente, se ha encontrado que otras regiones que tienen conexión directa o indirecta con el hipocampo, también son necesarias para que exista un aprendizaje de tareas espaciales. Por ejemplo, lesiones de la corteza parietal, que recibe aferentes de áreas secundarias visuales de la corteza y tiene conexiones con varias estructuras de la formación hipocampal como la corteza entorrinal, el subículo y la corteza perirrinal (Burwell, y Amaral, 1998) producen déficits en tareas espaciales (Vicens, Redolat y Carrasco 2003). Esta región se ha asociado con unas células relacionadas con la orientación de la cabeza con respecto al entorno, haciéndola una estructura importante para la integración inicial de claves viso espaciales y movimientos relacionados (Cho y Sharp, 2001). Otras estructuras al parecer son importantes para la organización de la localización espacial de los animales con respecto a claves externas, como el cuerpo
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estriado y la basada en la ubicación del cuerpo mismo, como el núcleo caudado (Devan, Goad y Petri, 1996). Finalmente la lesión de regiones como el septum medial (Brandner y Schenk, 1998) y la corteza prefronal (Morgensen Pedersen, Holm y Bang, 1995; Conway, 1998), han mostrado que estas estructuras también son fundamentales para el aprendizaje de tareas de tipo espacial.



Omisión de Recompensa En tareas de aprendizaje y memoria cuando existen alteraciones repentinas en el ambiente, especialmente si estas poseen un valor motivacional, como en el caso de las recompensas, los organismos desencadenan ajustes comportamentales para adaptarse a la nueva situación ambiental (Flaherty, 1996). Cuando estas alteraciones se presentan como un aumento cuantitativo o cualitativo de la recompensa, el cambio se conoce como contraste positivo, y en general, se ha descrito que el comportamiento que lleva a la obtención de la recompensa aumenta conforme aumenta su magnitud. Por otro lado, cuando un organismo ha recibido reforzamiento continuo por su conducta y repentinamente éste disminuye, o desaparece, nos referimos a una situación de omisión sorpresiva de recompensas (Papini y Dudley, 1997). En esta clase de situaciones, se habla de omisión sorpresiva, puesto que ocurre de manera simultánea con estímulos que previamente han señalado la presentación de otros estímulos. Las omisiones sorpresivas de recompensas abarcan una amplia variedad de fenómenos psicológicos que aunque usualmente han sido considerados como diferentes por sus diversos propósitos teóricos, comparten aspectos procedimentales. Así, este tipo de omisiones pueden involucrar la total eliminación del reforzamiento (como en el caso de la extinción), una reducción parcial en la magnitud del reforzador (en procedimientos de contraste entre magnitudes), una reducción en la tasa de reforzamiento o la interferencia de una barrera entre el sujeto y el reforzamiento (Papini y Dudley, 1997).



Extinción del Aprendizaje La extinción es un proceso en el cual una respuesta condicionada gradualmente disminuye en el tiempo cuando el animal aprende que la presentación de esta respuesta, ya no está asociada a un estímulo (Garelick y Storm, 2005). Este fenómeno se ha observado tanto en el condicionamiento clásico, donde se presenta en repetidas ocasiones el EC sin el EI (Pavlov, 1927), como en el condicionamiento operante, donde
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una respuesta antes reforzada deja de serlo (Skinner, 1938), produciendo además de la disminución en la respuesta condicionada, un aumento en la variabilidad de respuesta (Neuringer, Kornell & Olufs, 2001) y un incremento en conductas agresivas (Tomie, Carelli & Wagner, 1993), muestra de los aspectos emocionales que involucra la extinción, y que son típicos de las situaciones de omisión sorpresiva de recompensa. Para explicar cómo se da esta disminución en la respuesta condicionada durante el proceso de extinción, Weidemann (2005) agrupó en cinco categorías teorías que dan cuenta de este fenómeno, que no son excluyentes entre sí. a) Pérdida asociativa: conciben la extinción como lo contrario al aprendizaje, donde disminuye la fuerza asociativa excitatoria entre el EC y el EI, haciendo que el EC ya no pueda activar de la misma manera una representación del EI; b) Nuevo aprendizaje:consideran que la pérdida de la RC, es consecuencia de la creación de nuevas asociaciones que compiten con la original, que aun así permanece intacta; c) Decremento en la generalización: asumen que al cambiar la configuración ambiental de la situación de adquisición a la de extinción, la probabilidad de que se presente la RC disminuye al no ser generalizables las condiciones de estimulación para ambas situaciones; d) Pérdida no asociativa:explican la pérdida de respuesta durante la extinción, por medio de cambios no asociativos en el procesamiento del EC, del EI o en la activación de la RC. Este tipo de teorías resalta la importancia de la representación de la calidad y magnitud del EI, pues es menos probable que se presente la RC cuando la representación del EI ha sido deteriorada al presentarse el EC sin el EI. En este trabajo se entenderá la extinción como un proceso activo de aprendizaje a través del cual el animal aprende que ya no es válida una asociación previamente adquirida, forma y consolida nuevas memorias acerca de la pérdida de la relación entre estímulos (Gabriele y Packard, 2006) y conserva parcialmente la asociación inicial (Garelick y Storm, 2005). Esto último podría ser explicado porque la ausencia del reforzamiento ante una respuesta en presencia de estímulos específicos (el contexto) durante la extinción, producen una asociación inhibitoria estímulo-respuesta (Bouton, 2002), permitiendo entonces la disponibilidad de ambos tipos de asociaciones al finalizar
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la extinción (Navarro, 1993). Desde esta perspectiva, la extinción se diferencia del olvido, porque durante éste, la disminución en la respuesta puede ocurrir por el paso del tiempo, y además no requiere de la presentación repetida del EC sin reforzamiento ante la respuesta (Domjan, 2010). Evidencia de la persistencia de las asociaciones inicialmente adquiridas y de la diferencia entre extinción y olvido la encontramos en fenómenos como la recuperación espontánea, donde al presentarse de nuevo el EI pasado un tiempo después de la extinción, la RC reaparece, aunque usualmente no reaparece con la misma fuerza (Bouton, 2002); la readquisición, donde un comportamiento aprendido y posteriormente extinguido, se readquiere con mayor facilidad en la segunda ocasión;la desinhibición externa, cuando a pesar de haber sido extinguida una respuesta reaparece si se introduce un estímulo nuevo antes o simultáneamente con el EC; el restablecimiento; en el que al asociarse un contexto con el EI, reaparece la respuesta extinta y la renovación, donde a pesar de haber extinguido una respuesta, ésta reaparece al ubicar al sujeto en un nuevo contexto (Weidemann, 2005). Varios estudios han demostrado que la preferencia espacial que se adquiere con el uso de diferentes tipos de laberintos, es susceptible de ser extinguida de manera similar a como ocurre en otro tipo de tareas, cuando se impide que la respuesta del animal termine con la respuesta aversiva, en el caso del laberinto de Morris (Lattal, Mullen, Abel, 2003; Lattal,Radulovic y Lukowiak, 2006), y el de Barnes (Angueyra y Arcos-Días, 2005; Torres, 2006; Vargas, 2009; Cárdenas, 2009; Troncoso, Lamprea, Cuestas y Múnera, 2010), o retirando el alimento de los brazos, en el laberinto radial (Beck y Loh, 1990). Se ha descrito la existencia de similitudes entre la extinción en tareas de aprendizaje espacial y otras formas de condicionamiento, pues la evidencia muestra que las preferencias espaciales extinguidas son susceptibles de ser recuperadas de forma espontánea o de reaparecer en contextos similares (Lattal y Abel, 2001; Lattal, Honarvar y Abel, 2004). Al considerar la extinción como un proceso activo de aprendizaje, y de acuerdo con lo postulado por Quirk y Mueller (2008), es posible determinar la existencia de tres fases o etapas en la extinción de una tarea: adquisición, consolidación y recuperación. Según estos autores la adquisición de la extinciónes el aprendizaje inicial que ocurre cuando las RC originales son debilitadas en una sesión de entrenamiento en extinción. En la fase de consolidación, que dura varias horas, los procesos fisiológicos y moleculares estabilizan a largo plazo la memoria de extinción. Posteriormente, la presentación del EC extinguido,
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desencadena la recuperación de la extinción, como se evidencia por bajos niveles en el responder condicionado. Una recuperación pobre en la extinción estaría caracterizada por altos niveles de responder condicionado al EC original, reflejando la expresión de la memoria condicionada originalmente. Esto podría deberse a un fenómeno encubierto (renovación,restablecimiento, entre otros) o a procesos patológicos que impiden la consolidación o recobro de la extinción. Además estos autores afirman que los procesos en cada una de las fases del aprendizaje en extinción, requieren del empleo de múltiples estructuras cerebrales, dentro de las que se incluyen el núcleo basolateral de la amígdala, la corteza prefrontal infralímbica y el hipocampo. Al parecer la estructura cerebral o el proceso molecular empleado, son determinados por la fase particular del nuevo aprendizaje que implica la extinción, siendo la amígdala basolateral y la sustancia gris periacueductual, ampliamente activadas durante la adquisición; la amígdala basolateral, la corteza prefrontal, y el hipocampo durante la consolidación; y las redes inhibitorias de la amígdala, el control cortical de la inhibición de esta estructura, y el hipocampo, relacionado en esta fase con factores contextuales, son utilizados en la recuperación de la extinción.



Contraste Negativo entre Recompensas La devaluación de una recompensa también es un caso especial de omisión sorpresiva de recompensas. Específicamente cuando existe una alteración en el ambiente en la que el animal es expuesto a una disminución sorpresiva de la calidad o cantidad del reforzador, comparada con una recompensa a la que tuvo acceso anteriormente (Elliott, 1928), se presenta el fenómeno denominado Contraste Sucesivo Negativo (CSN). Vogel, Mikulka y Spear (1968) observaron que este fenómeno también ocurría como resultado de un contacto directo y continúo con un reforzador alimenticio, al que llamaron Contraste Sucesivo Negativo Consumatorio (CSNc).En este procedimiento, los sujetos experimentales, que tienen un acceso limitado al alimento, pueden consumir una solución de sacarosa al 32% durante 10 sesiones diarias, cada una de 5 minutos. Luego de ser estabilizada su conducta de consumo, la concentración de la solución es reducida al 4% durante cinco sesiones más, resultando en un abrupto decremento en la conducta consumatoria, de manera que alcanza un nivel significativamente menor al de sujetos en un grupo control que siempre han recibido una solución al 4%. Este decremento en el comportamiento es transitorio,pues niveles similares de desempeño a
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los presentados en la fase anterior al cambio de concentración de sacarosa, son alcanzadosdurante los siguientes 5 ensayos posteriores a la devaluación de la recompensa (Flaherty, 1996; Papini, Wood, Daniel, y Norris, 2006). Existen diferentes teorías que buscan explicar los efectos del CSNc. La hipótesis de múltiples estadios de Flaherty (1996)incorpora tanto los aspectos de búsqueda como los emocionales para explicar este fenómeno. De acuerdo con este modelo, el proceso que subyace a la fase después de la devaluación (ensayo 11), puede ser explicado a través de dos estados consecutivos. Durante el primer estado, los animales detectarían la discrepancia entre la recompensa esperada (32%) y la obtenida (4%), produciendo un rechazo de la nueva recompensa y la búsqueda de la recompensa original, que de acuerdo con esta teoría es la responsable de la supresión consumatoria. Durante el segundo estado, en el ensayo 12, existiría un conflicto entre las tendencias simultáneas a aproximarse y evadir la nueva recompensa, que es menos valiosa en comparación con la anterior, pero aún valiosa en sí misma. Al parecer estas tendencias conflictivas desencadenarían una respuesta de estrés en los animales, como lo sugiere la elevación en los niveles sistémicos de corticosterona al finalizar el ensayo después de la devaluación (Mitchell y Flaherty, 1998). Finalmente, el contraste se disiparía cuando la expectativa de la solución de 32% es reemplazada por la de la solución de 4%, reduciendo el estrés inducido por la devaluación y presentándose una recuperación en la tasa de consumo. Como alternativa a la teoría de Flaherty, Wood, Daniel, y Papini (2005), propusieron una hipótesis de la frustración basados en la teoría de la Frustración de Amsel (1992). Este autor propuso que en el CSNc, como en otros fenómenos conductuales en los que ocurre una disminución inesperada del reforzador, se presenta un aprendizaje de tipo disposicional, entendido como la tendencia individual de comportarse independientemente de los factores situacionales (Ortega y Papini, 2007). De esta forma los mecanismos subyacentes a este tipo de fenómenos ocurrirían en tres etapas: frustración primaria, frustración secundaria y contra-condicionamiento (Ortega y Papini, 2007).En el CSNc la respuesta emocional aversiva incondicionada, que se presenta en el ensayo de la devaluación, dependería principalmente de la frustración primaria (Ortega y Papini, 2007), mientras que la recuperación del contraste a partir del ensayo luego de la devaluación, produciría la frustración secundaria, caracterizada por el anuncio de una nueva frustración debido a lo experimentado en el ensayo anterior
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(Ortega y Papini, 2007; Papini, 2006). De esta forma, el sujeto se enfrentaría a un conflicto entre la expectativa de frustración y la del valor inherente del nuevo reforzador, generando un choque entre la conducta de aproximación y la de evitación (Ortega y Papini, 2007; Papini, 2006). Este conflicto desencadenaría uncontra-condicionamiento de la frustración secundaria, produciendo el restablecimientodel nivel de la conducta consumatoria (Ortega y Papini, 2007; Papini, 2006). La hipótesis de Wood y colaboradores (2005) es similar a la del modelo de múltiples estadios de Flaherty(1996) en cuanto al conflicto aproximación-evitación, pero se diferencia en que la supresión observada durante el ensayo de la devaluación también involucra una reacción aversiva (frustración primaria) sirviendo como estimulo incondicionado



para



la



adquisición



de



la



frustración



secundaria



mediante



condicionamiento pavloviano (pareamientos de los estímulos presentados al tiempo con la devaluación de la recompensa con un estado interno de frustración primaria). Según Wood y colaboradores (2005), el ajuste a estas situaciones implicaría por lo menos dos procesos que potencialmente le dan paso a dos tipos de memoria llamados alocéntrica y egocéntrica. Las memorias alocéntricas se establecerían cuando el organismo cambia en función del ambiente y actualiza la memoria a la situación adecuada, mientras las memorias egocéntricas se caracterizarían por las reacciones emocionales que anticipan el cambio del estímulo ambiental.En la frustración primaria habría una mayor participación de las primeras, mientras que en la frustración secundaria predominarían las memorias egocéntricas (Papini, 2006; Norris, Daniel y Papini, 2008).En resumen la hipótesis de la frustración explica el CSNc mediante cuatro procesos: 1) Memoria alocéntrica del incentivo antes de la devaluación, 2) Frustración primaria, 3) Frustración secundaria (memoria egocéntrica de la devaluación), y 4) Contracondicionamiento. Entonces, factores que selectivamente afectan al CSNc en el ensayo luego de la devaluación, tendrían el potencial de influenciar la consolidación o la recuperación de la memoria egocéntrica de la experiencia de devaluación (Ortega y Papini, 2007). Con ayuda de diferentes técnicas como la lesión de áreas específicas (Becker, Jarvis, Wagner y Flaherty, 1984; Grigson, Spector, y Norgren, 1994; Flaherty, 1996;Flaherty, Cappotelli, Hsu y Otto, 1998)y la observación de la actividad neuronal con mediciones de la marcación del gen c-fos (Pecoraro y Dallman, 2005), diversos estudios han comprobado el papel que tienen algunas áreas cerebrales específicas en aspectos del CSNc. Por ejemplo, Pecoraro y Dallman (2005) reportaron incrementos en la
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actividad cerebral durante el ensayo de la devaluación de la recompensa, en la corteza prefrontal medial, la corteza insular, la amígdala lateral, el septum medial y lateral, el núcleo parabraquial y el núcleo ventral posterior medial del tálamo. Estos resultados, son consistentes con lo encontrado en los estudios de lesiones donde por ejemplo Becker y colaboradores (1984) encontraron que las lesiones del núcleo basolateral de la amígdala disminuyen el efecto del contraste aunque no lo eliminan, y la lesión en el área corticomedial, evita la presentación del CSNc.



Estrés El estrés es un concepto importado de la física que definió Robert Hook en el siglo XVII para explicar la relación entre la carga o fuerza ejercida sobre un objeto y la consecuente deformación de éste, cuyo resultado depende de las propiedades estructurales del objeto y de las características de la fuerza (Carlson, 2006). El concepto de estrés aplicado a los aspectos comportamentales y fisiológicos de los organismos fue propuesto por el fisiólogo Hans Selye (1936) quien basado en el concepto de homeostasis postulado por Walter Cannon, lo definió como una respuesta inespecífica a toda situación que ponga en riesgo la homeostasis del organismo (Pacák y Palkovits, 2001), denominando agente estresante a la causa de esta respuesta. Según Seyle, el estrés hace que se presente el síndrome general de adaptación en el que las alteraciones fisiológicas ante una situación estresante atraviesan tres fases: a) Alarma: donde se detecta el agente nocivo y se activa el sistema nervioso simpático, las glándulas suprarrenales inician la secreción de glucocorticoides y adrenalina, movilizando recursos energéticos necesarios para hacer frente a la amenaza; b) Resistencia, donde el organismo incrementa la actividad del sistema inmune y suprime la función de los sistemas y órganos que no son necesarios para sobrevivir a la emergencia para hacer frente a la amenaza; y c) Agotamiento, que se presenta en casos de estrés crónico cuando el organismo desarrolla patologías debido al desgaste energético, como hipertensión, úlceras gástricas, alteraciones neurológicas llegando incluso hasta la muerte (Pacák y Palkovits, 2001). La respuesta de estrés puede ser definida como un conjunto de cambios funcionales inespecíficos desencadenados por eventos que potencialmente amenazan la integridad de un organismo, cuyo nivel de intensidad depende de la percepción que tenga el individuo de su capacidad para controlarlos (Kim y Diamond, 2002). En principio, las consecuencias del estrés no serían nocivas o
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perjudiciales, sino que por el contrario, facilitarían la ejecución de conductas tendientes a dar respuesta y/o soluciones a las situaciones que propiciaron el peligro o el estado de alerta. Sin embargo, de prolongarse en el tiempo tales consecuencias, representarían efectos negativos en el funcionamiento del organismo (Sandi y cols, 2001). Ante una situación de amenaza o peligro, el organismo reacciona poniendo en marcha mecanismos tanto del sistema nervioso central, como del sistema nervioso periférico, específicamente del sistema nervioso autónomo y del sistema neuroendocrino a través de lo que se conoce como el eje Hipotálamo-Hipófisis-Suprarrenal (HPA por sus siglas en inglés). Rápidamente cuando se percibe una situación estresante se activa el sistema nervioso autónomo por medio del hipotálamo, el cual se comunica con neuronas pos-ganglionares de la división simpática que al ser activadas liberan noradrenalina en los distintos órganos que inervan, a través de varios receptores adrenérgicos. Así la activación de estos receptores en diferentes órganos como el corazón, produce cambios fisiológicos y metabólicos que causan incrementos en el flujo sanguíneo con aporte suplementario de oxígeno y glucosa tanto en el musculo esquelético (para lograr un mayor esfuerzo físico) como en el cerebro. Simultáneamente las neuronas preganglionares de la división simpática producen directamente la activación de la medula suprarrenal, que libera catecolaminas al torrente sanguíneo, activando estructuras que no están directamente inervadas por el sistema simpático y reforzando los efectos que se han producido anteriormente (Sandi y cols, 2001). Si el organismo consigue superar la situación estresante, la rama parasimpática del sistema nervioso autónomo, se encarga de restablecer los niveles energéticos perdidos durante la respuesta de estrés, pero cuando la situación estresante continúa por un tiempo prolongado el organismo intenta compensar el exceso de activación simpática, con una disminución en la respuesta de los tejidos ante la acción de las catecolaminas. Se cree que esta adaptación se debe a un descenso en el número de receptores alfa y beta adrenérgicos en distintas estructuras del organismo (corazón, hipotálamo, tronco cerebral, entre otras), implicadas en la respuesta de estrés (Carlson, 2006). Aunque con unos minutos de demora, la exposición a situaciones demandantes también activa el eje HPA, cuyo producto final son los glucocorticoides (principalmente cortisol en humanos y corticosterona en ratas), hormonas que influyen en el funcionamiento de diversos sistemas fisiológicos, dada la existencia de receptores específicos para ellas en varias estructuras del organismo. La activación del mencionado
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eje, se inicia en el núcleo paraventricular (NPV) del hipotálamo, donde las neuronas parvocelulares sintetizan el péptido Factor Liberador de corticotropina (CRF por sus siglas en inglés). Al ser activadas, estas neuronas liberan CRF en la parte anterior de la hipófisis
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adrenocorticotropa (ACTH por sus siglas en inglés). También en el hipotálamo las neuronas magnocelulares al ser activadas se comunican con la neurohipófisis para sintetizar otras hormonas como la vasopresina y la oxitocina, que potenciarán el efecto de la CRF sobre la hipófisis anterior (de Kloet y cols, 2005). Al liberarse ACTH en el torrente sanguíneo, se activa la captación de glucosa en el músculo esquelético y al llegar a las glándulas suprarrenales, se estimula la producción y liberación de glucocorticoides en la sangre, habiendo sido descrita una concentración máxima de estas hormonas entre 15 y 30 minutos después de haber comenzado la situación estresante (Sandi y cols, 2001). Los glucocorticoides son un tipo de hormonas esteroides que se sintetizan principalmente en la capa fascicular de la corteza suprarrenal a partir del colesterol que procede en su mayoría del torrente sanguíneo. Estas hormonas tienen un papel muy importante en el metabolismo de la glucosa, en funciones inmunitarias, sobre el sistema cardiovascular y renal, sobre el esqueleto, tracto intestinal, en el sistema nervioso central y también sobre otras hormonas. En general se puede decir que su principal función es preparar al organismo frente a situaciones adversas como el estrés (dal Zotto, 2002). El mecanismo principal por el que actúan los glucocorticoides, consiste en la unión con sus receptores específicos. Se han identificado dos tipos de receptores intracelulares que se unen a estas hormonas formando un complejo hormona-receptor que regula la transcripción de algunos genes (mecanismo genómico) (de Kloet y cols, 2005). Por una parte los receptores de mineralocorticoides (MR) o tipo I, que tienen una alta afinidad por los glucocorticoides, también se pueden unir a mineralcorticoides y en su mayoría se encuentran ocupados en condiciones de actividad basal del eje HPA. Los receptores de glucocorticoides (GR) o tipo II, que solo se unen con glucocorticoides y tienen una afinidad menor por la corticosterona, son ocupados cuando los niveles circulantes de glucocorticoides incrementan como en una situación de estrés o durante picos de activación circadianos relacionados con el ciclo de sueño-vigilia (de Kloet, 1999). Debido a que la activación fisiológica ante el estrés no puede mantenerse constante sin tener repercusiones negativas sobre el organismo, el eje cuenta con un mecanismo de retroalimentación negativa producido por los mismos glucocorticoides que le permite ejercer un control inhibitorio actuando principalmente sobre la síntesis y



14



Introducción



secreción de las hormonas CRF y ACTH (Lupien, 2001). Existen varios mecanismos posibles para explicar cómo se da esa retroalimentación negativa del eje. Uno de ellos corresponde a una rápida inhibición de la secreción de CRF en el hipotálamo y ACTH en la hipófisis al parecer por efectos no genómicos, lo que implicaría un lugar de unión para los glucocorticoides en la membrana celular ya que no es mediada a través de los receptores MR ni GR y es independiente de la síntesis de proteínas. Aunque se desconoce con exactitud cuál es el sitio de unión de los glucocorticoides a la membrana celular, se cree que podría ser un receptor metabotrópico acoplado a proteína G (Sandi y cols, 2001; Groeneweg, Karst, de Kloet y Joels, 2011). El hipocampo, la estructura cerebral que posee una mayor densidad de receptores para glucocorticoides, al parecer ejerce efectos inhibitorios sobre la liberación de CRF en el núcleo paraventricular (NPV) del hipotálamo, produciendo una menor activación del eje HPA (de Kloet y cols., 2005). Al parecer esta acción está mediada por conexiones excitatorias entre el hipocampo y el núcleo del lecho de la estría terminal en el área preóptica del hipotálamo, que activan neuronas GABAergicas (inhibitorias) que actúan sobre NPV del hipotálamo (Sandi y cols., 2001). El mecanismo inhibitorio que emplea la corteza medial prefrontal funciona de la misma forma al descrito para el hipocampo. Por otro lado la amígdala produce un efecto excitatorio en la actividad del hipotálamo. Esta estructura tiene proyecciones GABAérgicas que inhiben a las neuronas del núcleo del lecho de la estría terminal, que como ya se dijo tienen como función disminuir la actividad de las neuronas parvocelulares del NPV del hipotálamo. En efecto, estudios con lesión de los núcleos central y medial de la amígdala mostraron una reducción en los niveles de ACTH luego de la exposición a agentes estresantes (Sandi y cols., 2001). Todas estas acciones hormonales se presentan de manera diferente dependiendo de varias características, que han llevado a clasificar el estrés teniendo en cuenta factores tanto del individuo, como del estímulo desencadenante o estresor. En ese sentido la posibilidad de predecir y controlar una situación estresante, el estado fisiológico del individuo en el momento del estrés, el origen del estresor, ya sea físico, biológico, psicológico o farmacológico, su intensidad, duración y frecuencia, es decir su carácter agudo (en un periodo de tiempo determinado) o crónico (presentación repetida), son variables que determinan la respuesta de estrés (Anisman Hayley, Kelly, Borowski y Merali, 2001; Sandi y cols., 2001; Kooshaas, de Boer y Buwalda, 2005).
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Se han empleado diversos modelos animales para facilitar el estudio de las respuestas y consecuencias fisiológicas y conductuales del estrés. Podemos encontrar los modelos basados en estresores de tipo físico como el estrés por hipotermia o exposición a bajas temperaturas (Pacák y Palkovits, 2001), por inducción de dolor, como la administración de choques eléctricos (Dagyte y cols., 2009); por inducción farmacológica, donde por ejemplo se administran hormonas glucocorticoides (Cárdenas, 2009; Prado, 2009; de Quervain, Roozendaal y McGaugh, 1998); y por restricción motora, donde al animal es introducido en un aparato cilíndrico que no le permite girar sobre su eje dorsoventral. Este último método fue empleado inicialmente por Selye (1936), quien descubrió algunas de las características del estrés crónico, como hipertrofia de las glándulas suprearrenales y úlceras gástricas.Usualmente al inicio de la exposición al restrictor los animales presentan movimientos bruscos de forcejeo y lucha contra el aparato; se presentan signos como el aumento en la tasa cardiaca y la frecuencia respiratoria; también aumentan las vocalizaciones y excreciones urinarias y fecales, las cuales disminuyen 30 minutos después de iniciada la restricción (Hellriegel y D’Mello, 1997). En el caso de la exposición crónica, se presenta un efecto de habituación del animal al procedimiento, sin embargo, varios estudios han mostrado cambios morfológicos y funcionales de distintas estructuras cerebrales, como el hipocampo, y cambios neuroquímicos a raíz de la exposición prolongada a este estresor. Adicionalmente, se ha encontrado que la restricción de movimientos mediante este procedimiento produce un aumento en los niveles de adrenalina, noradrenalina y corticosterona en sangre, donde los niveles más elevados de esta última hormona se han evidenciado 30 minutos después de iniciado el procedimiento de restricción en procedimientos agudos con una duración aproximada de tres horas luego de la finalización del mismo (García, Marti, Valles, Dal-Zotto y Armario, 2000; Bowman, Beck y Luine, 2003).



Estrés, Memoria y Omisión de Recompensa Diversos estudios han demostrado que la memoria es susceptible de modificación ante los efectos del estrés (McEwen y Sapolsky, 1995;de Kloet, Oitzl y Jöels, 1999; Lupien y Lepage, 2001; Sandi, 2004). Dependiendo de varios factores como la duración del estresor, su intensidad, el tipo de aprendizaje evaluado y de la fase en que se administre, los efectos sobre la memoria cambian (Sandi y cols., 2001). Por ejemplo,
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varias investigaciones han encontrado que el estrés crónico deteriora la memoria en las fases de adquisición, consolidación y recobro, mientras el estrés agudo no perjudica el aprendizaje, y en ocasiones lo facilita, aunque parece tener efectos deletéreos sobre la recuperación de la tarea así como cuando se administra luego de la consolidación (Stillman, Shukitt-Hale y Lieberman, 1998; de Quervain y cols, 1998; Roozendaal, 2002). En cuanto al efecto de la intensidad del estrés sobre las funciones cognitivas, se han encontrado diferencias a intensidades muy altas, como en la presencia de un predador, y a intensidades bajas, como en la exposición a la novedad (Ruetti, Mustaca y Bentosela, 2008). Se han encontrado además diferencias en el efecto que tiene el estrés sobre tareas de condicionamiento clásico y aprendizaje espacial, siendo el primero facilitado por la administración de estrés tanto intrínseco (producido por a la tarea misma) como extrínseco (adicional a la tarea), mientras que en el segundo los efectos del estrés siguen una forma de U invertida en donde a niveles altos o bajos la memoria se ve deteriorada, mientras que a niveles intermedios se facilita (Sandi y cols, 2001). De igual forma, se ha encontrado que tanto la activación del sistema noradrenérgico como la acción de los glucocorticoides, pueden afectar la memoria (Hatfield y McGaugh, 1999; Sandi, 1998; Sandi, LosCertales y Guaza, 1997). Así, de manera similar a lo observado tras la exposición al estrés, diversas investigaciones han demostrado que tanto la adrenalina como los glucocorticoides afectan la adquisición de tareas espaciales y no espaciales siguiendo una curva dosis-efecto en forma de U invertida, donde dosis altas o bajas dificultan el aprendizaje, mientras dosis intermedias lo mejoran, esto cuando son administradas de forma aguda (Dalmaz, Introini-Collison, y McGaugh1993; Roozendaal, 2002; Lupien y McEwen, 1997). Cuando la administración se hace de manera crónica la exposición a dosis altas de glucocorticoides empeora la memoria espacial (Conrad, Galea, Kuroda y McEwen, 1996). Por otro lado, se sabe que las tareas que involucran la omisión sorpresiva de una recompensa están acompañadas de la presentación de reacciones emocionales aversivas, que incluyen respuestas de tipo comportamental y fisiológico, lo que es coherente con algunos estudios cuyos resultados sugieren que la exposición misma a la tarea resulta moderadamente estresante en tanto que emocionalmente activadora (de Kloet y cols., 1999; Joëls, Pu, Wiegert, Oitzl, Krugers, 2006). En general se cree que estas reacciones se presentan como preparación de los animales para ajustarse al cambio de contingencias que están experimentando (Quirk, y Mueller, 2008). Dentro de
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las respuestas de tipo comportamental que evidencian reacciones emocionales aversivas en las situaciones de omisión de recompensa, se ha encontrado un aumento en la actividad locomotora (Garrud, Gray, y de Wied, 1974; Pecoraro, Gomez y Dalman, 2005) y en las vocalizaciones (Amsel, Radek, Graham, Letz, 1977), mientras que las respuestas fisiológicas se han caracterizado por cambios en el eje HPA, en indicadores de actividad del sistema inmune y del sistema autónomo (Papini y Dudley, 1997). Por ejemplo, en una tarea de contraste negativo Mitchell y Flaherty (1998) encontraron un aumento en los niveles de corticosterona en plasma luego de la devaluación de sacarosa de 32% a 4%, mientras Pecoraro, de Jong, y Dallman (2009), encontraron un aumento tanto en los niveles de corticosterona como de hormona adrenocorticotropa (ACTH) diez minutos después de la reducción de la sacarosa de 32% a 4%. En paradigmas de extinción varios estudios han encontrado incrementos en los niveles de corticosterona luego de esta (Coover, Goldman, Levine, 1971; Coe Stanton y Levine, 1983; Kawasaki e Iwasaki (1997). Por ejemplo, Kawasaki e Iwasaki (1997), encontraron un incremento en los niveles de corticosterona durante la extinción de una tarea en la cual un animal debía recorrer un camino recto para obtener un reforzador alimenticio, lo cual fue atribuido por los autores a la reducción de la frecuencia de reforzamiento. Por otro lado Barret y Gonzalez-Lima (2004), encontraron que la administración de metyrapona, un antagonista de la corticosterona, dificulta la extinción de una tarea de condicionamiento pavloviano, facilitando la presentación de fenómenos como la recuperación espontánea, lo que le llevó a proponer que los niveles de glucocorticoides son necesarios para que se presente la extinción de una conducta, lo cual fue confirmado en tareas de condicionamiento al miedo contextual (Yang, Chao & Lu, 2006; de Quervain, Aerni, Schelling, y Roozendaal, 2009). Finalmente, otros estudios han encontrado que las respuestas del eje HPA frente a situaciones de omisión de recompensa pueden ser modificadas con el usode ansiolíticos (Flaherty, Becker, Checke, Rowan y Grigson, 1992; Papini, 2003), lo que en conjunto sugiere una relación entre las respuestas presentadas en condiciones de estrés y las tareas de omisión de recompensa que elicitan reacciones emocionales aversivas.



1. Justificación En la literatura existe gran variedad de estudios que reportan cómo el aprendizaje y la memoria son afectados por variables emocionales entre las cuales están aquellas que producen estados aversivos (véase revisiones de Flaherty, 1996; Sandi y cols, 2001; Ruetti y cols., 2008). Este es el caso del estrés y las situaciones de omisión de recompensa (Papini y Dudley, 1997). Los resultados de estas investigaciones, sugieren la existencia de estados emocionales negativos similares y mecanismos biológicos compartidos en los dos tipos de omisión de recompensa propuestos en la presente investigación. Además se presenta la posibilidad de que la corticosterona, en su papel de hormona del estrés, pueda participar en la modulación de ese estado emocional en los dos tipos de omisión. Aunque esta hormona no es el único indicador biológico de estrés, es un marcador confiable que frecuentemente se ha usado para poner en evidencia el estado de estrés que sigue a las tareas conductuales (Korte, 2001; Harrison y cols., 2009). Los efectos del estrés y su relación con la memoria han sido ampliamente estudiados por el grupo de Neurofisiología Comportamental de la Universidad Nacional de Colombia en los últimos años. Uno de los paradigmas empleados por el grupo, el laberinto circular de Barnes, permite la evaluación de la memoria espacial en sus diferentes fases. Este laberinto presenta ventajas respecto de otros paradigmas espaciales como el laberinto acuático de Morris, ya que está asociado a la liberación de menores niveles de corticosterona (Carrillo-Mora, y cols., 2009; Harrison, y cols., 2009), además de no requerir la privación alimenticia del animal (Sunyer, Patil, Hoger y Lubec, 2007). Los resultados de las investigaciones realizadas por el grupo de la Universidad Nacional de Colombia donde se evaluó tanto la recuperación, como la extinción del aprendizaje espacial en este paradigma, demostraron que la extinción de la preferencia espacial facilita la readquisición de la tarea en el mismo contexto, posterior a la extinción (Angueyra y Arcos-Días, 2005). Mientras que los efectos del estrés inducido por restricción motora sobre la extinción, se ven modificados por la cantidad de
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entrenamiento recibido, donde a menor entrenamiento el estrés de una hora facilita la extinción y el de cuatro horas la dificulta, sucediendo lo contrario cuando la cantidad de entrenamiento es mayor (Torres, 2006; Troncoso y cols., 2010).Otros estudios del mismo grupo en los que se evaluó el efecto de la inyección sistémica de corticosterona en dosis de 0,125 mg/kg y 0,5 mg/kg, mostraron que la corticosterona produjo déficits en la recuperación del aprendizaje originalcon la primera dosis (Prado, 2009), mientras que el mismo tratamiento, no tuvo efectos sobre el desempeño en el entrenamiento en extinción, pero si produjo déficits en el recobro de ésta, dados por el incremento en la latencia al agujero entrenado como meta durante la adquisición (con la dosis de 0,125 mg/ml) y el incremento en la exploración de este mismo agujero (con la dosis de 0,5 mg/ml) (Cárdenas, 2009). Otras investigaciones, encontraron incrementos en los niveles de corticosterona luego de la extinción de tareas no espaciales que para obtener un reforzador requerían de la presión de una palanca (Coover y cols., 1971; de Boer, de Beun, Slangen y van der Gugten, 1990) o de recorrer un corredor recto (Kawasaki y Iwasaki, 1997). Además, otra serie de estudios en los que se indujo estrés por restricción motora de manera crónica mostraron que éste dificultó el recobro de la nueva asociación que se estableció en la extinción de tareas de condicionamiento al miedo (Miracle, Brace, Huyck, Singler y Wellman, 2006; Garcia, Spennato, Nilsson-Todd, Moreau y Deschaux, 2008; Baran, Armstrong, Niren, Hanna y Conrad, 2009; Farrell, Sayed , Underwood y Wellman, 2010) y evitación pasiva (Wilber y cols, 2011), mientras que la infusión intra amígdalar del agonista glucocorticoide dexametasona 90 minutos antes de la extinción facilitó su recobro 24 horas más tarde (Yang, y cols., 2006). Por otro lado y de acuerdo con Papini (2003), el Contraste Sucesivo Negativo consumatorio sirve como una situación modelo para estudiar la intersección entre aprendizaje, motivación y emoción. El Laboratorio de Investigación en Frustración, del Departamento de Psicología en la Texas Christian University, ha realizado amplias investigaciones respecto a los efectos de diferentes variables sobre el CSNc.Existen dos tipos de evidencia que ligan a las hormonas del estrés con el CSNc. Por una parte, se ha encontrado que los niveles plasmáticos de corticosterona son elevados tanto antes (Mitchell y Flaherty, 1998), como después (Flaherty,Becker, y Pohorecky, 1985; Mitchell y Flaherty, 1998; Pecoraro y cols., 2009) del ensayo luego de la devaluación, lo que es consistente con la elevación que también se encontró en los niveles de ACTH (Pecoraro



Capítulo 1



21



y cols., 2009) al finalizar este ensayo. El segundo tipo de evidencia involucra la administración de corticosterona, pues la aplicación de esta hormona en la dosis de 3 mg/kg, inmediatamente después del ensayo de la devaluación (pero no tres horas después) prolongó el CSNc durante los ensayos siguientes (Bentosela, Ruetti, Muzio, Mustaca, y Papini, 2006). Estos resultados soportan la hipótesis de que la corticosterona fortalece el componente emocional aversivo elicitado por la devaluación sorpresiva en la magnitud del reforzador, durante el ensayo inicial luego de la devaluación. En conjunto, las evidencias apuntan entonces a que existen incrementos significativos en los niveles de corticosterona en animales expuestos a los dos tipos de omisión de recompensa. De forma similar, las inyecciones sistémicas de corticosterona afectan la recuperación de tareas que involucran los dos tipos de omisión, aunque en el caso de la extinción en el laberinto de Barnes, la administración de esta hormona no se haya hecho directamente antes de la recuperación de la extinción y en el caso del CSNc, la corticosterona no haya sido administrada antes del ensayo 12. Finalmente, a pesar de la evidencia de los efectos del estrés agudo por restricción motora sobre el comportamiento en diferentes procedimientos de extinción, no existen reportes de su evaluación en la recuperación de la memoria de omisión, en el paradigma de CSNc, ni en la prueba de la extinción en el Laberinto Circular de Barnes. Se espera entonces, que los resultados obtenidos permitan una mayor comprensión de los factores emocionales involucrados en situaciones en las que la recompensa se ve abruptamente suspendida o severamente reducida. De esta manera, el presente trabajo pretende evaluar, en ratas Wistar macho, el efecto de la inducción de estrés agudo por restricción motora sobre la omisión sorpresiva de recompensas, evaluada en el CSNc y en la extinción en el laberinto circular de Barnes.



2. Objetivos Existen varias normas para la citación bibliográfica. Algunas áreas del conocimiento



2.1 Objetivo General Determinar los efectos de la interacción entre estrés agudo y la memoria de dos tipos de omisión sorpresiva de recompensa, Contraste Sucesivo Negativo Consumatorio y Extinción en el Laberinto circular de Barnes, sobre el desempeño conductual y los niveles de corticosterona en ratas.



2.2 Objetivos Específicos 



Evaluar los efectos comportamentales de la restricción aguda de movimientos (por una hora), sobre la memoria del evento de omisión, antes del ensayo 12 en CSNc, y antes de la prueba de la extinción en el Laberinto circular de Barnes.







Evaluar los cambios comportamentales que ocurren en los cuatro días siguientes a la omisión de recompensa en la tarea de CSNc, luego de la presentación en el ensayo 12 de una hora de restricción aguda de movimientos.







Medir los niveles plasmáticos de corticosterona después de la exposición a la restricción aguda de movimientos (por una hora), y a las dos condiciones de omisión de recompensa, CSNc y extinción en el Laberinto circular de Barnes.



3. Hipótesis a. Se espera que la restricción aguda de movimientos altere el patrón presentado durante la prueba de la extinción de la tarea espacial en el Laberinto de Barnes y afecte el consumo de sacarosa en el ensayo posterior a la devaluación en el procedimiento de CSNc. b. Se espera que el estrés, junto con la devaluación de la recompensa, prolongue el efecto de contraste en los ensayos siguientes en el procedimiento de CSNc.



c.



Se espera que la combinación de la restricción aguda de movimientos, junto con los procedimientos de omisión de recompensa produzcan un efecto acumulativo en las concentraciones plasmáticas de corticosterona, en ambos paradigmas.



4. Experimento 1: Extinción en el Laberinto Curricular de Barnes 4.1 Sujetos experimentales Se emplearon 33 ratas Wistar macho, obtenidas del Bioterio Central del Instituto Nacional de Salud de Colombia (INS) con 3 meses de edad (promedio 288 gr ± desviación estándar 35). Los animales, fueron alojados en cajas comunitarias de polietileno (41 cm de largo x 34 cm de ancho x 25 cm de alto) con cuatro animales por cada caja, con libre acceso a agua y comida. Se mantuvieron en un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas, con luces encendidas a las 7:00 AM, temperatura y humedad controladas. Antes de iniciar cualquier procedimiento experimental los animales fueron habituados al bioterio del Laboratorio de Neurociencias del Departamento de Psicología de la Universidad Nacional de Colombia, donde por un periodo de cuatro días luego de su llegada no fueron manipulados salvo para el cambio de viruta de sus cajas. Todos los experimentos fueron realizados entre las 7:00 AM. y la 1:00 PM., intervalo de tiempo en el que los niveles del ciclo circadiano para la corticosterona son bajos (Jozsa, y cols., 2005; Malisch, Breuner, Gomes, Chappell, y Garland Jr., 2008).



4.2 Materiales y equipos Laberinto circular de Barnes Con el fin de evaluar el aprendizaje espacial, se utilizó el laberinto circular de Barnes (Barnes, 1979). Este consiste en una plataforma circular de 122 cm de diámetro, elevada a 80 cm del suelo, con 18 perforaciones circulares (9,5 cm de diámetro) ubicadas en la periferia (centro a 10 cm del borde de la plataforma), y espaciadas regularmente (cada 20º de arco). Una de las perforaciones se comunica con una caja de escape, caja meta, de 24 cm de largo x 8,75 cm de ancho x 10 cm de altura, ubicada debajo de la plataforma, la cual puede ser emplazada y retirada de cualquiera de los
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agujeros. Los animales inician la exploración del laberinto desde una caja de salida (construida con acrílico blanco, 17 cm de diámetro x 15 cm de alto) localizada en el centro de la plataforma que es retirada a través de un sistema de poleas, lo que les permite estar expuestos a una luz intensa y un ruido blanco de 90 decibeles, los cuales se apagan una vez el animal entre en la caja meta o haya transcurrido un tiempo fijo determinado. En las paredes de la sala experimental se ubican estímulos visuales denominados claves espaciales extralaberínticas, que funcionan como pistas espaciales para el aprendizaje de la tarea (Ver Anexo 1A).



Restrictores, para la Inducción de Estrés Se emplearon cuatro tubos (18 cm de longitud x 4,5 cm de diámetro) de plástico oscuro para inducir estrés agudo por restricción. En cada extremo, los tubos permanecieron cerrados permitiendo la respiración de los animales y el movimiento de sus extremidades, pero no se les permitió el movimiento en su eje dorsoventral (Albonetti & Farabollini, 1995; Rashidy-Pour, Sadeghi, Taherain, Vafaei, Fathollahi, 2004). (Ver Anexo 1C).



4.3 Procedimiento Aprendizaje y entrenamiento en Extinción en el Laberinto circular de Barnes Luego del periodo de aclimatación al bioterio, los animales fueron manipulados cinco minutos por el experimentador diariamente durante tres días antes de iniciar las sesiones experimentales. Los animales fueron entrenados individualmente de acuerdo con el siguiente procedimiento: Habituación. En esta fase los animales fueron trasladados en una caja de transporte cubierta por otra de icopor para aislarlos del ruido, hasta la sala experimental (iluminada siempre por una luz roja) donde por espacio de dos minutos fueron introducidos en a) la caja meta sin emplazar en ningún agujero y sobre una superficie plana; b) la caja meta emplazada en uno de los agujeros del laberinto; c) la caja de salida. En el intervalo entre cada elemento del laberinto, los animales fueron puestos en
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una caja de plástico, denominada caja de consolidación. Al finalizar los animales fueron llevados a su caja hogar. Adquisición. Veinticuatro horas después de la habituación, los animales fueron retirados de su caja hogar en la caja de trasporte y ubicados en la caja de salida por un periodo de 30 segundos. Trascurrido este periodo, fue activado el sistema de sonido y se encendieron las luces que iluminan el laberinto, al tiempo que la caja de salida fue retirada por medio de un sistema de poleas para permitir la exploración libre del animal. El ensayo finalizó cuando la rata se introdujo por sí misma en el agujero que la conducía a la caja meta, o cuando se cumplieron 4 minutos de exploración, en cuyo caso, el animal fue conducido cuidadosamente por el experimentador al agujero correspondiente. Al finalizar la sesión el animal permaneció en la caja meta durante un minuto y luego fue llevado a la caja de trasporte por un periodo de 4 minutos antes de comenzar un nuevo ensayo, periodo en el cual se limpio el laberinto con alcohol etílico al 10% para borrar rastros de olor. La sesión de entrenamiento constó de un total de 8 ensayos. Recuperación.Veinticuatro horas después de la sesión de adquisición, los animales fueron sometidos un ensayo igual a cualquiera de los ocho ensayos realizados durante el entrenamiento. Extinción. Veinticuatro horas después de realizada la prueba de adquisición, los animales fueron expuestos a ocho ensayos de extinción de la tarea. Para esto, se retiró la caja meta del laberinto y se permitió la libre exploración del mismo durante cuatro minutos en cada ensayo, separados entre sí por intervalos de cuatro minutos. En este intervalo entre ensayos, los animales permanecieron en la caja de consolidación. Prueba de la Extinción. Veinticuatro horas después, los animales fueron expuestos a un ensayo de exploración sin caja idéntico al descrito en la extinción. Las sesiones experimentales fueron registradas a través de un circuito cerrado de televisión y grabadas con la ayuda de un grabador de DVD para su análisis posterior. El registro fue realizado con ayuda del programa XploRat 2005 diseñado en el Laboratorio de Comportamiento Exploratorio de la Universidad de Sao Paulo en Ribeirao Preto, Brasil.
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Para conformar los grupos finales con los que se hizo el análisis de resultados, se excluyeron aquellos animales cuya ejecución se encontrara por debajo del límite inferior o por encima del límite superior del diagrama de bigotes en alguno de los siguientes ensayos: adquisición 8, PCC o extinción 1 en la medida de latencia de llegada a meta.



Grupo Control
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1 día 4 min



Entrenamiento en extinción



Prueba de extinción
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1 día 4 min
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1 día
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1 día 4 min



Entrenamiento en extinción



Prueba de extinción



1 día TEE = 4min



1 día 4 min



Toma de muestra



Figura 1. Procedimiento en el laberinto circular de Barnes y número de animales asignado a cada condición. TEE: Tiempo entre ensayos.



Inducción de Estrés El estrés fue inducido mediante la restricción de movimientos treinta minutos antes de la sesión de la prueba de la extinción en el Laberinto de Barnes. Cada animal fue localizado en una cabina diferente a la sala experimental, donde fue introducido suavemente en uno de los restrictores durante un periodo de una hora, luego de la cual fueron llevados a su caja hogar hasta el momento en que se llevaran a la sala experimental.



Medición de Corticosterona La toma de muestras de sangre para cada uno de los animales se realizó en una sala experimental diferente a la utilizada para la inducción de estrés y la evaluación comportamental, diez minutos después de concluida la prueba de la extinción. Los animales fueron decapitados (Holson, 1992) y se hizo la extracción de dos muestras de sangre de 1,5 ml cada una, que fueron centrifugadas a 5000 gravedades durante 10 minutos (ADAMS Compact II centrifuge, Becton Dickinson). Una vez separado el plasma del contenido celular sanguíneo (plaquetas, leucocitos y hematíes) se procedió a pipetear
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0,5 ml de suero en un ependorf previamente congelado y marcado y se almacenó a – 20°C, hasta completar la totalidad de las muestras. Una vez obtenidas las las muestras, mediante la prueba de ELISA (Ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas) se determinaron las concentraciones de corticosterona utilizando el kit EIA, Catálogo Nº. ADI-900-097, 96 Well Kit (Enzo Life Sciences, Inc., Ann Arbor, MI, EUA).Para la lectura de la absorbancia se empleó la máquina lectora Ultramark, Microplate Imaging System (BioRad, 2002) y el software Microplate Manager 5.2.1. La lectura se hizo con una longitud de onda de 405 nm con corrección de 595 nm. La ELISA para corticosterona de rata se realizó de acuerdo con las instrucciones del kit, el cual constaba de una placa de 96 pozos de polietileno. Las muestras se descongelaron gradualmente y fueron diluidas en proporción 1:40, mediante la mezcla del Reagente de Desplazamiento de Esteroides (10 μL) incluido en el Kit, una cantidad igual de plasma (10 μL), y luego Buffer de ensayo (990 µL).Luego, las muestras fueron adicionadas en los pozos correspondientes de la placa de polietileno(previamente asignados por duplicado). Después se adicionó a cada pozo una solución azul alcalina fosfatasa conjugada con corticosterona (10 µL) y un anticuerpo amarillo policlonal de cabra para corticosterona (10 µL). Se incubó el plato a temperatura ambiente durante 2 horas en un agitador a 500 rpm. Finalizada la incubación, los pozos fueron lavados 3 veces con buffer de lavado y luego se adicionó en cada uno el cromógeno pNpp (200 µL) y se incubó el plato a temperatura ambiente durante 1 hora sin mezclar. Terminado este intervalo se adicionó la solución de parada (50 µL) a cada pozo y se introdujo el plato en la máquina lectora para detectar, por densidad óptica, el nivel de absorbancia de las muestras. La cantidad de antígeno marcado unido al anticuerpo era entonces inversamente proporcional a la concentración del antígeno no marcado presente en el suero de los sujetos experimentales y fueron los valores a considerar en el análisis estadístico. Posteriormente se graficó la relación absorbancia/concentración con los valores estándar de la curva arrojados por la lectura del plato y se calculó la concentración de las muestras ajustando los valores de absorbancia a la línea de tendencia logarítmica obtenida a partir de la gráfica. Finalmente se multiplicó por 40 el valor obtenido de la concentración. Las unidades arrojadas de concentración fueron de pg/mL por lo cual se dividió el valor entre 1000 para una unidad final de ng/mL.
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Consideraciones Éticas Las condiciones de alojamiento, la totalidad de los procedimientos experimentales y la disposición de los residuos biológicos y químicos se realizaron considerando la normativa nacional: Resolución No 008430 de 1993 del Ministerio de Salud y la Ley 84 del 27 de diciembre de 1989 e internacional: normativa de la Unión Europea (8616091EU) y los Institutos Nacional de Salud de los Estados Unidos de América para los procedimientos en el manejo y cuidado de animales de laboratorio. Con respecto a la aplicación de las normas anteriormente citadas, cabe hacer las siguientes aclaraciones: 1) Todos los procedimientos experimentales fueron sometidos a la consideración de un Comité de Ética, conformado según lo estipulado en el artículo 26 de la Ley 84 de 1989; 2) Se garantizó que todo el personal encargado del cuidado y manejo de los animales de experimentación tuviera conocimiento y experiencia en los procedimientos; 3) Para garantizar la seguridad de los investigadores, la manipulación de los residuos contaminados producidos durante la experimentación se realizó usando bata, gorro, guantes de nitrilo, tapabocas y gafas de protección; 4) Los cadáveres de los animales usados en esta investigación fueron incinerados en el horno de incineración Eco Capital según lo dispuesto por el Sistema de Gestión Ambiental de la Universidad Nacional de Colombia.



Tipo de Investigación y Diseño Esta investigación es de tipo experimental y se llevó a cabo mediante un diseño de grupos independientes expuestos a medidas repetidas, tomando como variable independiente la inducción de estrés por restricción motora durante 1 hora. La tabla 1 muestra los animales asignados a cada tratamiento. Tabla 1. Asignación de sujetos según tratamiento en el laberinto de Barnes



Tratamiento Control Estrés n=9



n=9



Durante la adquisición y recuperación de la tarea en el laberinto de Barnes los indicadores del aprendizaje fueron:
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a) Latencia de llegada a meta: tiempo en segundos que el animal tarda en entrar a la caja de escape emplazada en el agujero meta; b) Frecuencia de errores de exploración: Número de exploraciones de agujeros diferentes al agujero que conduce a la caja meta; c) Errores ponderados: Índice que permite valorar la magnitud del error cometido en función de su distancia del agujero meta, se mide la distancia en línea recta entre cada agujero explorado y el agujero meta, de forma que un agujero cercano tiene una distancia menor a un agujero lejano; d) Distancia recorrida (cm): Representa el recorrido total del animal en la plataforma; e) Velocidad media (cm/seg): Calculada a partir de la distancia total recorrida dividida por la latencia de llegada a meta; y f) Distancia media a meta: Promedio de longitud de la trayectoria entre agujeros explorados. Para esta medición se toma la distancia total divida entre el número de agujeros explorados. Esta variable da información acerca de que tan cercana al azar es la exploración que realiza el animal durante el ensayo. Durante el entrenamiento en extinción y su respectiva prueba 24 horas después, los indicadores del aprendizaje fueron: a) Latencia de llegada a meta: Tiempo en segundos que el animal tarda en explorar por primera vez el agujero que fue meta durante el entrenamiento y la recuperación; b) Latencia de inicio: Tiempo en segundos desde el inicio del ensayo hasta la primera exploración a cualquier agujero; c)



Distancia recorrida (cm): Igual que en la



adquisición y recuperación; d) Velocidad media (cm/seg): Igual que en la adquisición y recuperación; e) Distancia media a meta: Igual que en la adquisición y recuperación;f) Frecuencia de exploración total: Número de exploraciones a todos los agujeros; g) Frecuencia de exploraciones al agujero meta: Número de exploraciones al agujero que fue meta durante el entrenamiento y la recuperación; h) Porcentaje de exploración del agujero meta: índice calculado a partir de la división de la frecuencia de exploración del agujero meta sobre la frecuencia de exploración total; i) Frecuencia de exploraciones diferentes al agujero meta: Número de exploraciones diferentes al agujero que fue meta durante el entrenamiento y la recuperación; j) Exploraciones ponderadas diferentes al agujero meta: Índice calculado en función del agujero que fue meta durante el entrenamiento y la recuperación; k) Análisis por sector: Frecuencia de exploraciones de agujero distribuida en dos sectores: Sector 1: exploraciones al agujero que fue meta durante el entrenamiento y los agujeros adyacentes (uno a la izquierda y uno a la
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derecha). Sector 2: exploraciones de los 15 agujeros restantes agrupados en cinco sectores de tres agujeros por sector (ver Anexo 2). Para hacer comparables los dos sectores, se dividió el número total de exploraciones entre cinco. Para todas las medidas que buscan determinar la exploración, ésta se definió, como la introducción de la cabeza del animal en un agujero haciendo un movimiento de arriba abajo o de lado a lado dentro de él.



Análisis Estadístico Los datos comportamentales, así como las concentraciones de corticosterona se analizaron estadísticamente usando el programa Sigma Stat 3.5 (Systat Software, Inc., San José, California, EUA). Para comparar el desempeño de los sujetos a través de los ensayos en las fases de adquisición, recuperación y entrenamiento en extinción, se realizaron análisis de varianza empleando ANOVA de una vía de medidas repetidas, tanto paramétricas como no paramétricas según cumplieran los criterios de normalidad y homogeneidad de varianza. Se usaron como pruebas post hoc los métodos de comparaciones múltiples Holm-Sidak o Tukey, dependiendo de si el análisis era o no paramétrico. También se hicieron pruebas t-student para muestras independientes o pareadas, para las comparaciones en las pruebas de extinción entre grupos e intragrupo, y en caso de que se usara estadística no paramétrica se empleó la prueba U de MannWhitney o la prueba Wilcoxon para muestras pareadas. Para el análisis por sector a lo largo del entrenamiento en extinción se usó ANOVA de dos vías de medidas repetidas y pruebas t-student para la prueba 24 horas después, de la misma manera en que se explicó arriba. Las tablas y gráficas fueron realizadas en Microsoft® Office Excel 2007 y representan en todos los casos el promedio y el error estándar de la media (SEM). Los datos de la concentración de corticosterona en suero sanguíneo (ng/mL) fueron evaluados con pruebas t-student, para comparar las concentraciones entre grupos y adicionalmente, se calculó el coeficiente de correlación de Pearson para cada grupo entre las medidas comportamentales de la prueba de extinción y los niveles de corticosterona.Para todas las pruebas se tomó como nivel de significancia un α = 0,05.
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4.4 Resultados Adquisición y Recuperación Para determinar el aprendizaje de la tarea en la fase de adquisición se evaluó el desempeño de los animales teniendo en cuenta los diferentes indicadores ya enunciados, a lo largo de los ensayos de adquisición y en la prueba de recuperación llevada a cabo 24 horas después. La Figura 2A, muestra como la latencia de llegada al agujero meta disminuye progresivamente a través de los ensayos de adquisición, indicando que los animales tardaron cada vez menos tiempo en encontrar el agujero meta, como se indica por las diferencias significativas entre el primer ensayo y el último de adquisición(X2(8) = 60,799; p < 0,001). La frecuencia de errores de exploración también disminuyó (F



(8)=3,692;
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