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Resumen

La literatura reporta diversas técnicas para conseguir la expresion del aprendizaje de extincion
en condiciones diferentes a las del entrenamiento de extincidn. Una de ellas es la utilizacién de
una clave de extincién (CE), un estimulo presentado junto a varios de los ensayos no
reforzados de la extincién. La utilizacidon de una CE en diferentes preparaciones experimentales
ha demostrado demorar el fendmeno de rapida readquisicion, renovacién, recuperacién
espontanea, todos fendmenos en que la memoria de extincién es débilmente reactivada.
Diversos experimentos han intentado dilucidar el mecanismo asociativo a la base del
funcionamiento de la clave de extincion (e.g., inhibicién o modulacion), ignorando posibles
asociaciones contextuales formadas durante la extincidn y su influencia en el funcionamiento
de las claves. En este experimento, posterior al entrenamiento de una CE en una preparacién
de tolerancia asociativa al etanol, se expuso a los sujetos al contexto de extincion con el fin de
devaluar su rol en los efectos de la dicha clave. Los resultados sugieren que una CE demora la
readquisicién de la tolerancia asociativa al etanol, y que este efecto es dependiente del estatus
asociativo del contexto de extincién. Los resultados se discuten tomando en cuenta los
parametros del presente experimento y hallazgos de otros laboratorios utilizando similares

procedimientos.



Introduccion

Tradicionalmente, el paradigma de condicionamiento Pavloviano involucra la presentacion de
un estimulo neutro (i.e., que no produce la respuesta en estudio) y un estimulo
biolégicamente relevante (Estimulo Incondicionado, El), que provoca una respuesta (Respuesta
Incondicionada, Rl). Cuando la sefializacion del estimulo biolégicamente relevante por parte
del estimulo neutro ocurre de manera consistente, es posible observar una respuesta
anticipatoria (Respuesta Condicionada, RC) ante el evento que lo sefalizd (Estimulo
Condicionado, EC). Dicha respuesta es considerada generalmente como evidencia del

aprendizaje de una asociacién entre el ECy el El (Rescorla, 2003).

Entre los diversos estimulos biolégicamente relevantes que pueden ser sefalizados por
estimulos precedentes a su aparicidon, encontrarnos la administracion de drogas (MacRae,
Scoles y Siegel, 1987). En funcion de la cualidad y cantidad de la droga, se produce un
determinado efecto en el organismo (MacRae et al. 1987). Relevante para la presente
investigacion es el etanol, cuyo uno de sus principales efectos es la ataxia o descoordinacion
motora. Ademas de los efectos caracteristicos de cada droga, ante la administracién de ella se
observa una respuesta compensatoria aguda de caracter incondicionado, que disminuye los
efectos de la droga en el organismo (LeBlanc, Kalant, y Gibbins, 1975; Ramsay y Woods, 1997;
Tiffany y Maude-Griffin, 1988). En ciertas condiciones es posible observar que las
administraciones a lo largo del tiempo generan una respuesta compensatoria mas intensa, mas
sostenida y mejor sincronizada para contrarrestar el efecto de la droga que la respuesta
compensatoria aguda (Siegel, 1975). Tal respuesta es responsable de la denominada tolerancia

cronica (Siegel, 1999).

La tolerancia crénica se define operacionalmente como la reduccién de los efectos de una
droga tras repetidas administraciones de una misma dosis y concentracion (Bueno y Fachini,
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2007). La literatura sugiere que esta tolerancia crdnica es producida por las claves
sefializadoras de la droga presentes al momento de la administracién. Bajo una perspectiva
Pavloviana, la sefializacion ambiental de la administracion de droga produce un aprendizaje

que deriva en una respuesta anticipatoria de caracter compensatorio (Poulos y Cappell, 1975).

Segun esta conceptualizacidn, el efecto de la droga (Estimulo Incondicionado, El) genera una
respuesta de tolerancia farmacoldgica (Respuesta Incondicionada, Rl). Sin embargo, cuando los
efectos de la droga son sefializados por las claves presentes (Estimulo Condicionado, EC), estas
claves son capaces de provocar una respuesta compensatoria de los efectos de la droga
(Respuesta Condicionada, RC) (Siegel, 1975). Por ende, el concepto de tolerancia asociativa
implica la reduccidn del efecto de una droga en presencia de eventos que en el pasado
estuvieron presentes en la administracién de droga (Siegel, 1999). Asi, organismos que
aprendieron acerca de eventos sefializadores de una droga se ven menos afectados que

organismos que no tuvieron ese aprendizaje (Siegel, 1975).

Una caracteristica de la tolerancia asociativa es que cuando el organismo se somete a los
eventos sefalizadores del efecto de la droga sin la presencia del mismo, la respuesta
compensatoria se elicita de todos modos (Siegel, 2005). En estas condiciones, esta respuesta
produce una respuesta compensatoria sin un efecto que compensar, que es experimentada
como desagradable por los sujetos. Esta respuesta frente a las claves que sefializan la
administracién de droga juega un importante rol en la mantencién de la conducta de consumo
de drogas (Poulos, Hinson y Siegel, 1981; Siegel, 1999) y las muertes por sobredosis de droga

(Siegel, 2001).

Por otro lado, se ha demostrado que la tolerancia asociativa, al ser al menos en parte producto
de una asociacién Pavloviana, comparte varias caracteristicas presentes en otras

preparaciones de condicionamiento (Siegel, Baptista, Kim, McDonald y Weise-Kelly, 2000).



Una caracteristica de las respuestas adquiridas mediante condicionamiento cldsico, es que su
expresion puede ser suprimida mediante el procedimiento de extincién (Pavlov, 1927; para
una revisién ver Rescorla, 2001). Tradicionalmente este procedimiento consiste en la
presentacion de los estimulos sefializadores sin la presencia de los estimulos antes sefializados
(i.e., presentacion del EC en la ausencia del El). De esta manera, para el caso de la tolerancia
asociativa, el procedimiento de extincién consiste en la presentacién de los eventos
sefializadores sin los efectos de la droga, obteniendo como resultado la disminucion de la
respuesta de tolerancia antes observada (e.g., Betancourt, Corada, Dominichetti, Laborda,
Martinez, y Miguez, 2008; Brooks, Karamanlian, y Foster, 2001; Brooks Vaughn, Freeman, y

Woods 2004; Mansfield y Cunningham, 1980; Siegel, 1975; Siegel, Hinson, y Krank, 1979).

Sin embargo, la disminucién de la respuesta tiende a ser pasajera, reapareciendo en
determinadas condiciones (Bouton, 1993, 1994). Esta reapariciéon de la respuesta es
considerada por los investigadores como evidencia de que el procedimiento de extincién,
aunque disminuye una respuesta condicionada, no elimina el aprendizaje a la base de esa
respuesta (Bouton, 1993; Miller y Laborda, 2011). Ejemplos de fendmenos de recuperacion de
respuesta son la recuperacidn espontanea, en donde la RC extinguida reaparece tan sélo con
el paso del tiempo (Pavlov, 1927; Rescorla, 2004), la renovacién, en donde reaparece la RC
cuando el EC es presentado en un contexto que no es el de extincion (Bouton y Bolles, 1979),
la reinstalacidn, en donde la RC reaparece posterior a la presentacidon del El por si solo
(Bouton, 1984), y la rdpida readquisicion, en donde es necesaria una menor cantidad de
ensayos para readquirir la respuesta extinguida, en comparacién con la cantidad de ensayos
necesarios para adquirir por primera vez dicha respuesta (Ricker y Bouton, 1996). Este
conjunto de fendmenos sefiala que la asociacidn responsable de la RC no es eliminada en el
proceso de extincidon, sino que durante la extincién se produciria un nuevo aprendizaje en
donde el EC comienza ahora a seiializar la ausencia del El. La expresién de la memoria de
adquisicion (i.e., EC-El) o de la memoria de extincidn (i.e., EC-noEl) en una situacién particular
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depende de forma importante de las condiciones de testeo (Bouton, 1993; Bouton,

Westbrook, Corcoran, y Maren, 2006; Miller y Laborda, 2011).

La sensibilidad de la expresién del aprendizaje de extincion a las condiciones en las cuales se
intenta observar, ha llevado al nacimiento de preguntas de investigacién referidas a cémo
diversas modificaciones en estas condiciones afectan la expresidon de la memoria de extincién
(Laborda, McConnell, y Miller, 2011; Miller y Laborda, 2011). Una de dichas modificaciones es
la utilizacidn de una clave de extincion (CE; Brooks y Bouton, 1993). El procedimiento para CEs
consiste en la introducciéon de un estimulo durante la fase de extincion, tradicionalmente,
terminando entre 10 y 15 segundos antes del comienzo del EC, durante el 75% de los ensayos
de extincién, para luego ser presentadas en conjunto con el EC durante el test (Brooks y
Bouton, 1993). La introduccidn de CE ha demostrado reducir tanto la recuperacion espontanea
(Brooks, 2000; Brooks y Bouton, 1993; Brooks, Palmatier, Garcia, y Johnson, 1999; Brooks et
al., 2004) como la renovacién (Brooks y Bouton, 1994). Ademas, datos de nuestro laboratorio
sugieren que una CE puede retardar la rapida readquisicion de una respuesta extinguida

(Betancourt y Bérquez, 2012).

Las CE ayudan a que los organismos recuperen informacion referente a la extincion en el test
(Brooks y Bouton, 1993). Sin embargo, no se tiene certeza acerca de qué forma las CE
recuperan dicha informacién. Dos hipdtesis son consideradas, las CE podrian funcionar
mediante asociaciones simples ejerciendo su influencia a través de mecanismos inhibitorios
(Rescorla, 1969), o podrian funcionar mediante asociaciones jerdrquicas ejerciendo su
influencia como moduladores negativos (Holland, 1992). Si una CE funciona como un inhibidor
condicionado, la clave le sefiala al organismo que el El no aparecera. Si una CE funciona como
un modulador negativo, la presencia o ausencia de la clave condiciona la recuperacién de
informacién excitatoria o inhibitoria acerca del EC. La evidencia respecto al tipo de

asociaciones que forman las CE aun no es conclusiva, porque a lo largo de diversos



experimentos las CE fallan en pasar pruebas para uno u otro tipo de asociacion (Brooks, 2000;

Brooks y Bouton, 1993, 1994; Brooks y Bowker, 2001; Brooks et al, 1999).

En contra de mecanismos inhibitorios, se observa que las CE no funcionan por inhibiciéon
externa (Brooks y Bouton, 1993, 1994; Brooks et al, 1999), que no pasan pruebas de sumacion
y retardo en la adquisicion (Brooks y Bouton, 1993, 1994) y que el reforzamiento (i.e.

pareacion CE-El) no afecta su capacidad de reduccidn de respuesta (Brooks y Bowker, 2001).

Por otro lado, hay evidencia que sugiere que las claves de extincion no serian tampoco
homdlogas a moduladores negativos. Brooks (2000) observé que: a) mientras que para
establecer una modulacién negativa es necesaria la presencia del modulador durante la
totalidad de los ensayos del EC no reforzado, se observa el efecto de una CE en recuperacion
espontanea incluso cuando esta sélo aparece en el 75% de los ensayos no reforzados, b)
también es observable el efecto de una CE cuando se aumenta el intervalo entre estimulos a
valores fuera de los pardmetros utilizados en el entrenamiento de moduladores (i.e., 135
segundos utilizados en el entrenamiento de una CE versus 15 segundos utilizados en el
entrenamiento de un modulador), c) la relacién temporal constante, como la necesaria a lo
largo de los ensayos entre modulador y EC, puede ser cambiada ensayo a ensayo y aun asi se
observa el efecto de una CE, (d) se necesitan menos ensayos para establecer una CE que para
establecer un modulador (i.e., 60 para CE versus 80-240 para moduladores) y e) una CE inserta
en una relacidon de modulacién positiva durante la extincion logra de todas maneras disminuir

la recuperacién de respuesta.

La evidencia sugiere que el mecanismo de funcionamiento de una CE no es la inhibicidn
condicionada ni que el efecto de estas se consigue mediante pardmetros que producen
modulacion negativa. Aun asi, una debilidad de los experimentos mencionados es que no se

hacen cargo directamente del valor asociativo que el contexto puede adquirir durante la



extincion, aun cuando el contexto de extincion es el mayor responsable por diversos

fendmenos de recuperacion de respuesta post extincién (Bouton, 2004).

Brooks y Bouton (1994) sugieren que las claves de extincidn pudieran ejercer su efecto debido
a que se codifican como una caracteristica del contexto de extincién. Por ende, al ser
presentadas a la hora del testeo, éstas indirectamente recuperarian la memoria del contexto
de extincion, facilitando la recuperacién de la asociacion adquirida en ese contexto (como se
observa en la renovacion). Asi, analizar experimentalmente el estatus asociativo del contexto

de extincidn cobra relevancia para dilucidar el mecanismo de funcionamiento de las CE.

Es importante notar que la evidencia reporta que el contexto se puede comportar como un
competidor por el control conductual (Polack, Laborda y Miller, 2012), como un facilitador
para la recuperacion de asociaciones (Bouton y Bolles, 1979) o como ambos (Urcelay y Miller,
2010). Muchas veces, la competencia del contexto por el control conductual genera diversas
interacciones entre estimulos (Wheeler y Miller, 2008), y el efecto de las CE pudiera ser una de

ellas.

Experimentos han explorado los roles del contexto, encontrando que la exposicidn de los
sujetos a este (i.e. exposicidn de los sujetos por tiempo sostenido al contexto experimental sin
presentacion de otros estimulos) tiene como resultado la alteracién de las asociaciones
existentes entre el contexto y los estimulos que en él fueron entrenados (Stout, Chang y Miller,
2003). Por ejemplo, la exposicidén contextual puede terminar la inhibicidn latente después de la
preexposicion de un EC (Escobar, Arcediano y Miller, 2002), el incremento de exposicién al
contexto por si solo durante la extincién debido al aumento del intervalo entre ensayos es
capaz de reducir la recuperacion espontanea (Urcelay, Wheeler y Miller, 2009). La exposicion
contextual contrarresta el ensombrecimiento entre claves (Stout et al., 2003). Urcelay y Miller
(2006) observaron que la exposicion al contexto de adquisicidn recupera el control inhibitorio

que es incapaz de ejercer un inhibidor en un arreglo de inhibicién Pavloviana con ensayos



densos (i.e., poco intervalo entre ensayos). Finalmente, Witnauer y Miller (2011) observaron
que la exposicion contextual es capaz de disminuir el control excitatorio que un estimulo

adquirié a base de condicionamiento de segundo orden con el contexto.

Debido a que se presume que una CE ejerce su control conductual mediante la recuperacién
de la informacién que provee el contexto de extincidn (Brooks y Bouton, 1994), el presente
experimento evalud el efecto que tiene la exposicion al contexto de extinciéon en una clave de

extincion presente en la readquisicién de una respuesta de tolerancia al etanol.

Si la asociacion que hipotéticamente se forma entre el contexto y la clave durante la extincion
es necesaria para que la clave pueda retrasar la rdpida readquisicion, entonces el
debilitamiento de la asociacién entre CE y contexto de extincidn debido a la exposicién del

ultimo debiese disminuir el retraso en la rapida readquisicidon que produce una CE no alterada.
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Metodologia

Diseno:

El experimento evalué el efecto de la exposicion al contexto de extincién en una CE presente
en la readquisicion de una respuesta de tolerancia al etanol. Debido a que la readquisicién de
una respuesta ocurre mas rapido en ausencia de CE que en presencia de ellas, se hipotetizo
que si el efecto de las claves de extincidon depende en parte del valor asociativo que tiene el
contexto de extincidn, la exposicién de éste previo a una fase de readquisicion debiera
producir una rapida readquisicion aun cuando durante estos ensayos esté presente la clave de

extincion.

Para poner a prueba dicha hipdtesis se utilizd un disefio factorial con dos factores, CE y
Exposicion. El primer factor Clave refirié a realizar los ensayos de readquisiciéon en presencia o
en ausencia de la CE. El segundo factor, Exposicion, refirié a exponer a los sujetos al contexto
de extincién o a un nuevo contexto. Ambos factores dieron paso a cuatro grupos. El disefio

experimental es presentado en la Tabla 1.

Preexposicion Adquisicion Extincién\ Exposicic’m\ Readquisicién\

No Clave- © Répida
No (D) EC-El +
Exposicion Clave

Clave-No
Exposicion [ (A) Sal (A) EC-EI
No Clave-
Exposicion

(B) EC + | (O) Lenta
Clave

(B) Rapida

(D) EC-EI
Clave- (B) Rapida
Exposicion

Tabla 1. Disefio Experimental. Clave = readquisicion en presencia de clave de extincion; No
Clave = readquisicion en ausencia de clave de extincion; Exposicion = exposicidn al contexto de
extincion; No Exposicion = exposicion a un contexto novedoso; Sal = inyeccién de suero

fisioldgico; ElI = efecto de una inyeccidén de solucion de etanol; EC = estimulo condicionado;
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Clave = clave de extincién; A, B, C y D = contextos fisicos. + = presentacion simultanea. Rapida =

readquisicion durante los primeros 4 ensayos. Lenta = readquisicion después de los primeros 4

ensayos. Tanto los contextos (A, B, Cy D) como clave y EC fueron contrabalanceados.
El grupo No Clave-No es representativo de la readquisicién de una respuesta en condiciones
normales (i.e. rdpida readquisicion de la respuesta de tolerancia extinguida en una fase
anterior en comparacién con sujetos que adquieren por primera vez dicha respuesta). El grupo
Clave-No exposicion es representativo del efecto que tienen las claves de extincidon en la
readquisiciéon de una respuesta (i.e. lenta readquisicion de la respuesta de tolerancia
extinguida en una fase anterior en comparacion a sujetos con rapida readquisicién). El grupo
No Clave-Exposicion representativo del efecto que tiene la exposicién del contexto de
extincion en la readquisicion de una respuesta. Finalmente, el grupo Clave-Exposicién, de
mayor importancia, es representativo del efecto que tiene la exposicion al contexto de

extincion en el efecto que tiene una clave de extincidn en la readquisicion de la respuesta.

Sujetos:

Se utilizaron 40 ratas macho Sprague Dawley separadas en 4 grupos (ns=10). Las ratas
provinieron del Vivero de la Facultad de Ciencias Biomédicas de la Universidad Catdlica de
Chile. Al inicio del experimento la media de peso de los sujetos fue de 357grs y la edad minima
fue de 90 dias. Los animales fueron mantenidos en jaulas individuales bajo un ciclo de
luz/oscuridad comenzando el semiciclo de luz a las 7:00 hrs y el de oscuridad a las 19:00 hrs.
Los animales fueron alimentados diariamente con 25 gramos de comida y tenian libre acceso a
agua. Los pesos de los animales fueron controlados semanalmente para ajustar la dosis de

solucidn inyectable acorde con el crecimiento individual de cada animal.

Aparatos:

Todas las sesiones experimentales se llevaron a cabo en una sala experimental que contaba

con luz indirecta de una ampolleta Softlight de General Electrics de 230V, 60W.
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Dos planos de deslizamiento fueron utilizados conjuntamente para cada ensayo para medir la
ataxia de los sujetos. Cada plano de deslizamiento estaba conformado por una caja de
policarbonato sin tapa, de 50 centimetros de largo, 20 centimetros de ancho y 30 centimetros
de alto. Uno de los costados de 20 centimetros estaba conectado mediante un corddn de 3
mm de grosor a una polea y a una manivela de tal manera que el accionar de la manivela
recogia el corddn e inclinaba la caja. El giro de la manivela fue realizado a 120 rpm. En la base
del costado opuesto, un transportador ubicado paralelamente a la pared de la caja y

perpendicular a la base, permitio registrar la inclinacidn de la caja en grados desde 02 a 909.

Los contextos fisicos, contrabalanceados a lo largo de las distintas fases del experimento, se
dispusieron cubriendo las paredes transparentes del plano de deslizamiento con planchas de
carton cubiertas con cartulina. El contexto Blanco estuvo conformado por una plancha de
cartén cubierta con cartulina color blanco. El contexto Negro estuvo conformado por una
plancha de cartén cubierta con cartulina color negro. El contexto Ajedrez estuvo conformado
por una plancha de cartdn cubierta con una base de cartulina color blanco y cuadrados de
cartulina color negro de 3 centimetros de lado, conformando un patrén en donde todos los
cuadrados negros eran adyacentes con cuadrados blancos de la misma medida. El contexto
Rayas estuvo conformado por planchas de cartén cubiertas con una base de cartulina color
negro, ademas de franjas de cartulina color blanco de 2 centimetros de ancho, separadas la

una de la otra por 2 centimetros.

Dos estimulos neutros fueron utilizados a lo largo del experimento. Uno de ellos fue un
estimulo auditivo de 1000Hz y 40dB (medido sobre el ruido ambiental de la sala experimental)
generado utilizando el software NCH Tone Generator y entregado utilizando parlantes marca
Juster de 220V y 60 W. El otro fue un estimulo visual que consistié en luz emitida por [dmparas

de Tungsteno de 24W intermitentes a una frecuencia de 1.5Hz, controladas por un circuito
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secuencial. La activacién de ambos aparatos fue realizada manualmente. Ambos estimulos

fueron contrabalanceados para servir como ECy CE.

Como El se utilizé el efecto de una inyeccidn intraperitoneal de una solucidn de 20% de etanol
al 95% diluido en suero fisiolégico. Para los ensayos de preexposicion y extincién, se
administré una inyeccion intraperitoneal de sélo suero fisiolégico. Se inyectaron 0.0125
mililitros de solucién o suero por gramo de peso. Para las inyecciones se utilizaron agujas
hipodérmicas, de 13 x 0,4 mm vy jeringas de 10ml. La inmovilizacién del animal requerida para
la inyeccion se consiguié envolviendo al sujeto en un visillo de 15 centimetros de ancho por 25

centimetros de largo.

Procedimiento:

Durante cada ensayo experimental se trabajé con dos sujetos simultdneamente. Cada ensayo
consistié en inyectar al sujeto experimental, ingresarlo al plano de deslizamiento, iniciar los
estimulos requeridos para el ensayo, y realizar la medicidn de la respuesta ataxicaalos 2,4y 6
minutos posteriores a la inyeccidon. Se contrabalanced el orden de manipulacién de los sujetos
diariamente. Para realizar la medicion de la ataxia se puso al sujeto en el extremo opuesto a la
manivela del plano de deslizamiento y se activé dicha manivela hasta que el sujeto comenzaba
a desplazarse hasta el extremo opuesto. Se registré el grado de inclinacién de la caja al

momento en que los sujetos se deslizaban.

Fase de Preexposicion: Con el fin de evitar o disminuir la asociacién accidental de las
claves de inyeccion con los efectos del etanol se incluyé una fase de preexposiciéon a dichas
claves. Entre los dias 1 y 7 todos los sujetos recibieron 2 inyecciones diarias, separadas por 4

horas, de suero fisioldgico en el Contexto A.

Fase de Adquisicion: Para producir la adquisicion de la respuesta de tolerancia al

etanol, con un retraso de una semana después del término de la fase de preexposicion (por
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problemas personales del experimentador), entre los dias 15 y 22, todos los sujetos recibieron
2 presentaciones diarias, separadas por 4 horas, del EC y el El de forma simultanea en el

Contexto A (similar a Brooks, 2004).

Fase de Extincidon: Para producir la disminucién de la respuesta de tolerancia al efecto
atdxico al etanol, entre los dias 23 y 42 todos los sujetos recibieron durante una inyeccion de
suero fisioldgico con la presentacion de la Clave de Extincidn y luego de cuatro horas una
inyeccion de Suero fisiolégico con la presentacidn del Estimulo Condicionado. En cada cuarto
dia de esta fase, los sujetos recibieron 2 inyecciones de suero fisiolégico con la presentacion
del Estimulo Condicionado, estando separadas por cuatro horas. Asi, el total de ensayos para la
Clave de extincion fue de 15 ensayos, mientras que para el Estimulo Condicionado fue de 20

ensayos. Todos los ensayos de esta fase fueron realizados en presencia del contexto B.

Fase de Exposicion: Con el fin del alterar la asociacion formada entre el contexto de
extincion y la CE, entre los dias 43 y 48 los Grupos Clave-Exposicion y No Clave-Exposicion
fueron expuestos al Contexto B, mientras que para controlar el efecto de la exposicidon
contextual por si sola, los Grupos Clave-No Exposicién y No Clave-No Exposicion fueron
expuestos a un nuevo contexto, el Contexto C. Cada sesién de exposicién durd 10 minutos. Se
realizaron 2 sesiones de exposicidon por dia, dando un total de 100 minutos de exposicion al

contexto por sujeto.

Fase de Readquisicidn: Para someter a prueba el efecto de la exposicion contextual y
la presencia de una CE durante la readquisicion de la respuesta de tolerancia, entre los dias 49
y 53 los Grupos Clave-Exposicion y Clave-No Exposicidn recibieron 2 presentaciones diarias,
separadas por 4 horas, de EC y El en presencia de la CE. Los grupos No Clave-Exposicion y No
Clave-No Exposicidn recibieron tratamiento similar, pero las presentaciones fueron sin la
presencia de la CE. Todos los ensayos fueron realizados en un nuevo contexto, el Contexto D.

Durante esta fase se realizé un total de 8 ensayos.
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Resultados

Se midié el grado de inclinacién alcanzado por la caja al momento en que la rata comenzé a
deslizarse en todos los ensayos, a los 2, 4 y 6 minutos después del inicio del EC. Se calculé un
puntaje promedio entre las tres mediciones, utilizado en los siguientes andlisis estadisticos. Los
analisis fueron realizados estableciendo un criterio de rechazo de p < 0,05. Para las fases de
Preexposicién, Adquisicion y Extincidn, se realizé un ANOVA de Medidas Repetidas utilizando
como factores inter-sujetos las variables Grupo, Exposicién al contexto de extincidon y
Readquisicién con o sin clave de extincién segln correspondid a cada fase. Entre el dltimo
ensayo de la fase de Extincidn y el primer ensayo de la fase de Readquisicion se realizé un
ANOVA de Medidas Repetidas utilizando los mismos factores inter-sujetos para el analisis
anterior. Finalmente, se realizdé un ANOVA de Medidas Repetidas para la fase de
Readquisicidn, utilizando los factores inter-sujetos mencionados anteriormente y los factores
Clave y Exposiciéon. Cada ANOVA incluyé un analisis de las interacciones entre factores.
Ademas, todos los ANOVA violaron el supuesto de esfericidad segln la Prueba de Mauchly (p <

0,05) por lo que fueron realizados utilizando la correccidn Greenhouse-Geisser.

Preexposicion:

Un ANOVA de Medidas Repetidas sefiala que los sujetos, a lo largo de los ensayos de la fase de
Preexposicion no cambiaron significativamente los grados de inclinacion del plano de
deslizamiento [F(8, 4, 330,3) < 1]. Para estos datos, no hubo un efecto significativo de la
variable Grupo [F(3, 36) < 1].

Adquisicion:

La Figura 1 muestra la media de los grados de inclinacidn del plano de deslizamiento por grupo

alo largo de de la fase de Adquisicion.
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Un ANOVA de Medidas Repetidas sefiala que los sujetos, a lo largo de los ensayos de la fase de
Adquisicién, aumentaron significativamente los grados de inclinacion del plano de
deslizamiento [F (7,5, 314,6) = 298.310, p < 0,01]. Para estos datos, no hubo un efecto

significativo de Grupo [F(3, 36) < 1].
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Figura 1. Grados promedio en el plano de inclinacion en funcidn de los ensayos de adquisicion. Un
mayor grado de deslizamiento sefiala una menor respuesta ataxica y por ende mayor tolerancia. El
grafico muestra la adquisicién de la respuesta de tolerancia para cada grupo. Las barras de error

representan error tipico.

Extincion:

Un ANOVA con Medidas Repetidas sefiala que los sujetos, a lo largo de los ensayos de la fase

de Extincidn no cambiaron significativamente los grados de inclinaciéon del plano de

deslizamiento [F (6,7, 262,1) < 1]. Para estos datos, no hubo un efecto significativo de Grupo

[F(3,36) < 1].
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Para analizar estadisticamente el efecto del procedimiento de extincion, se realiz6 un ANOVA
con Medidas Repetidas entre el Ultimo ensayo de la fase de Adquisiciéon y el primero de la fase
de Readquisicion. El andlisis sefiala que los sujetos disminuyeron significativamente los grados
de inclinacién del plano de deslizamiento durante la extinciéon [F(1, 39) = 1188]. Para estos
datos, hubo un efecto principal de la variable Exposicién [F(1,38) = 8,647, p = 0,006],
observandose que los sujetos que tuvieron exposicion contextual al contexto de extincion

significativamente mayor tolerancia que aquellos que no.

Readquisicidn:

La Figura 2 muestra los grados promedio de inclinacién del plano de deslizamiento por grupo a

lo largo de de la fase de Readquisicion.

Un ANOVA con Medidas Repetidas sefiala que los sujetos, a lo largo de los ensayos de la fase
de Readquisicion aumentaron significativamente los grados de inclinacién del plano de
deslizamiento [F (3,14, 122,6) = 113, p < 0,01]. Para estos datos, hubo un efecto significativo de
Grupo [F(3, 36) = 71,174, p < 0,01], hubo un efecto principal de Exposicién [F(1, 36) = 80,895, p
= 0,289, de Clave [F(1, 36) = 70,527, p < 0,01], y una interaccion Exposicién x Clave [F(1, 36) =

62.1,p <0,01].
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Figura 2. Grados del Plano de Inclinacién en funcién de los ensayos de Readquisicion. Un mayor
grado de plano de deslizamiento sefiala una respuesta de tolerancia mayor. El grafico representa
una readquisicién répida para los grupos No-Clave/Exposicién, No-Clave/No-Exposicion vy
Clave/Exposicién, mientras que una readquisicion lenta (o no readquisicién) para el grupo Clave/No-

Exposicion. Las barras de error representan error tipico.

A la hora de analizar los grupos entre si, una comparacién multiple post-hoc con la prueba
Games-Howell sefiala que el grupo Clave — No exposicidon presenta diferencias significativas (p
< 0,01) cuando se le compara con cada uno del resto de los grupos. Finalmente, y de mayor
interés, el grupo Clave — Exposicién no presenta diferencias con los grupos No Clave —

Exposicion y No Clave — No exposicién (p > 0,9).

En resumen, los andlisis estadisticos de los datos muestran que una CE logré disminuir la

readquisicidn de la respuesta de tolerancia (evidenciado por la diferencia entre el grupo Clave-

19



No exposicién y los grupos No Clave-Exposicién y No Clave-No exposicién). Ademas, la
exposicion al contexto de extincidn por si sola no afectd la readquisicion de una respuesta
(evidenciado por la inexistencia de una diferencia entre el grupo No Clave-Exposicion y No
Clave- No Exposiciéon). Finalmente, la exposicion al contexto de extincidon disminuyd el efecto
de una clave de extincidén (evidenciado por la diferencia entre los grupos Clave-No exposicion y
Clave-Exposicidn), provocando que los sujetos readquirieran mayor tolerancia (y por ende,

expresaran menor ataxia).
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Discusion

Los resultados del presente experimento son consistentes con investigaciones que han
demostrado la adquisicién de una respuesta de tolerancia al etanol en ratas ante un estimulo a
base de emparejamientos de un EC con un El (Larson y Siegel, 1998; Brooks et al, 2001; White
et al, 2002; Brooks et al, 2005; Betancourt et al, 2008), la extincién de una respuesta de
tolerancia al etanol a base de presentaciones del EC sélo (Brooks et al, 2001; Brooks et al,
2004; Brooks et al, 2005). Ademas, el actual experimento provee datos sobre el efecto de una

clave de extincion en la readquisicién de una respuesta de tolerancia al etanol.

A la hora de contrastar los grupos criticos para la hipotesis de investigacion, se observé que la
exposicion al contexto de extincidn después de la extincion disminuyd el grado de tolerancia
adquirido cuando se realizé la fase de readquisicidn en presencia de la CE. Resulta relevante el
hecho de que los contrastes estadisticos indicaran que la exposicién al contexto de extincién
posterior a la extincién provocd que aquellos sujetos, en presencia de la CE, readquirieranel
mismo grado de tolerancia que aquellos sujetos que pasaron por una readquisicion sin CE. Ello
sugiere que la exposicién repetida al contexto de extincidn anula el efecto de las claves de

extincion para la readquisicion de una respuesta de tolerancia al etanol.

Aun asi, el presente experimento difiere en al menos 3 puntos respecto del procedimiento
utilizado por Brooks y Bouton (1993). La principal diferencia de procedimiento es el hecho de
que durante la fase de extincidn, la presentacion del EC y la presentacién de la CE
constituyeron ensayos distintos. Esto conllevd a que la presentacion la CE y del EC estuvieran
separados por cerca de 4 horas. Aunque Brooks (2000) reporta conseguir el efecto de una CE
con relaciones temporales de hasta 135 segundos, los parametros son dificilmente

comparables.
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La segunda diferencia de procedimiento es la relacidon temporal establecida entre estimulos.
Mientras que los procedimientos tradicionales de CE involucran la presentacion serial entre
estimulos (i.e. primero la CE y luego el EC), podria decirse que dicha relacion no se mantuvo
entre la CE y el EC. En este caso, el procedimiento posiblemente produjo dos asociaciones con
una contigliidad casi simultanea (i.e. ambos estimulos comienzan y terminan al mismo tiempo)

una entre EC y el contexto de extincidn y otra, entre CE y el contexto de extincidn.

La tercera diferencia de procedimiento refiere al tiempo de exposicion contextual durante la
fase de extincidn. En los arreglos tradicionales de CE los ensayos de extincion se hacen durante
sesiones que admiten varias presentaciones de los estimulos. A lo largo de dichos
experimentos, el minimo de duracién de intervalos entre ensayos fue de 190 segundos (Brooks
y Bouton, 1993, pero ver Brooks et al, 2004), mientras que en los ensayos del presente
experimento no existieron intervalos entre ensayos que implicaran exposicion contextual

entre ensayos.

La primera diferencia mencionada obliga a considerar la fase de extincién como compuesta
por dos tipos de ensayos, y la combinacion de la segunda y tercera diferencia beneficiaria el
desarrollo de propiedades inhibitorias para el contexto (Polack et al, 2012). Asi, es plausible
qgue durante la fase de extincidn, las presentaciones del EC solo hayan significado un ensayo
Tipo B para un procedimiento de inhibicion estandar Pavloviana. En este procedimiento se
obtiene control inhibitorio por parte de un estimulo realizando ensayos Tipo A, en los cuales
un estimulo es reforzado (i.e. presentaciones EC1-El) y ensayos Tipo B, en los cuales un
compuesto conformado por el EC y otro estimulo es extinguido (i.e. presentaciones EC2-EC1)
(Rescorla, 1969). Por otra parte también es plausible que las presentaciones de la CE sola
hayan significado ensayos de condicionamiento de segundo orden entre la CE y el contexto de
extincion (Witnauer y Miller, 2011), durante los cuales la CE adquirid el control inhibitorio que

desarrollé el contexto de extincidon (Rescorla, en Rescorla, 1980). Esto sugeriria que una
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inhibicién condicionada desarrollada por el contexto de extincién y transferida a la CE
mediante condicionamiento de segundo orden es la responsable del retardo en la rapida

readquisicién producido por la CE en el grupo que no sufrié exposicion al contexto.

De importancia son los resultados de Witnauer y Miller (2011) quienes produjeron un
condicionamiento de segundo orden mediado por el contexto. Para ello, en el Experimento 1,
de forma maseada, realizaron presentaciones explicitamente no pareadas de un El y un
estimulo en presencia del contexto. Dicho procedimiento produjo una alta RC ante el Estimulo
presentado, sugiriendo la formacidén de dos asociaciones, una asociacion Contexto-El y una
entre Contexto-Estimulo. Asimismo los resultados del Experimento 2, en el cual, utilizando los
mismos parametros del experimento 1, los autores observaron que la extincién del contexto
(i.e. exposicion prolongada de este) produjo un decremento en la RC ante el estimulo. Dicho
resultado es de especial significancia para el presente experimento pues sugiere que la
exposicion del contexto posterior al establecimiento de un condicionamiento de segundo

orden disminuye la fuerza asociativa transferida al otro estimulo.

Aun asi, mientras que la exposicion al contexto en el experimento Witnauer y Miller utilizé un
contexto excitatorio, el presente experimento utilizé un contexto potencialmente inhibitorio.
Por ende, no es posible asumir que la disminucién de la RC ante el estimulo obtenida por los
autores, a causa del debilitamiento de la asociacién Contexto-El producida por exposicion
contextual, es homdloga a la disminucién del efecto de la CE en el presente experimento, a
causa de un posible debilitamiento de la asociacién Contexto-EC producida por exposicion

contextual.

Respecto a ello, Zimmer-hart y Rescorla (1974) proveen evidencia que apoya la obtencién de
resultados distintos para la exposicién de un contexto excitatorio versus la exposicion de un
contexto inhibitorio. Los autores encontraron que la exposicidon de un inhibidor condicionado

solo fue incapaz de eliminar el control inhibitorio que ejerce sobre la conducta. Mas
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especificamente, Rescorla (1980) reportd no observar efectos en un inhibidor condicionado de

segundo orden cuando se extinguié el inhibidor condicionado original.

Lamentablemente, ni en experimentos pasados de nuestro laboratorio ni Aun asi, en el actual
experimento no se sometid a los estimulos entrenados como CE a pruebas de Sumacion y
Retardo en la adquisicion, pruebas consideradas como necesarias para demostrar el desarrollo
de control inhibitorio por parte de un estimulo (Rescorla, 1971). Aun asi, adicionalmente a la
evidencia de Zimmer-hart y Rescorla (1974), la observacidn de que para generar una inhibicién
es necesario mantener el valor asociativo excitatorio a lo largo de los ensayos de adquisicidn
de una inhibicién sugiere que la formacion de una asociacién inhibitoria durante la extincion
es poco probable, pues, mientras que la mejor manera de entrenar una inhibicién Pavloviana
es mezclando los ensayos reforzados del EC y los ensayos no reforzados de EC y el inhibidor
condicionado durante una misma fase (Yin, Barnet y Miller, 1994), el presente experimento

realizé los dos tipos de ensayos en fases separadas.

Tal como lo sugieren los experimentos de Stout et al (2003), Urcelay y Miller (2006) y en
especial los de Witnauer y Miller (2011), la exposicién repetida al contexto debilita la
asociacion que existe entre el contexto y los diversos estimulos que en él fueron presentados.
Asi, aunque los resultados no ayudan a esclarecer si el mecanismo mediante el cual se
establece una CE es inhibicién o modulacidon negativa, si hacen plausible la idea de que las
claves de extincién dependan del estatus asociativo del contexto de extincién. Para dilucidar

esta posibilidad, mayores controles o cambios en el procedimiento son necesarios.

La estrategia mas clara, aunque menos éptima si se quieren comparar los hallazgos del
presente experimento sobre CE con aquellos obtenidos por otros laboratorios, es someter a
pruebas de Sumacién y Retardo en la adquisicion (Rescorla, 1979) a los estimulos entrenados

bajo los presentes parametros como CEs. Aunque el resultado mds interesante seria que la CE
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fallara ambas pruebas, el hecho de que las pasara, explicaria los presentes resultados a la luz

de los hallazgos de Witnauer y Miller (2011) y de Rescorla (1980).

Una segunda estrategia, que permitiria la comparacidon entre los presentes datos con los de
Brooks y sus colaboradores, es adoptar los pardmetros utilizados por ellos, estableciendo una
relacién serial entre CE y EC. Aun asi, esta estrategia requiere un trabajo previo, para adaptar
los parametros de duracién de ensayo, claves de inyeccidn y exposicidn al contexto durante la

adquisicion de la respuesta de tolerancia, factores no controlados por Brooks et al (2004).

Si bien el presente experimento provee evidencia que aporta con la discusién de mecanismos
de aprendizaje a nivel basico, también provee evidencia para el estudio de una de las tantas
manipulaciones para reducir la recuperacién de respuesta post-extincion. El estudio de estas
manipulaciones tiene aplicaciones directas al disefio de técnicas terapéuticas para prevenir
recaidas en terapias de exposicidn a claves y en especial, para el tratamiento de las adicciones
(Bouton, 2000). El hecho de que respuestas antiguas reaparezcan ante cambios contextuales,
hace posible mejorar el procedimiento de extincién. Asi, el dilucidar los mecanismos de
funcionamiento y las condiciones en que funcionan o no las CEs puede derivar en la aplicacién
correcta de ellas en los procedimientos de extincién durante la terapia, con ello logrando que
el aprendizaje que estos producen se mantenga a lo largo del tiempo, y por ende, los

beneficios que ella trae.
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