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Resumen

La habituacidon es una forma de aprendizaje no asociativo caracterizada por la reduccion progresiva
en una conducta producto de la presentacion repetida del estimulo que la causa. Utilizando la prueba
del campo abierto (CA), se ha observado que las ratas reducen progresivamente su locomocion y
exploracion vertical a lo largo de una evaluacion, asi como entre varias evaluaciones. La habituacién
de estas conductas de exploracién y evaluacion de riesgo (EER) coocurre con un incremento en
secuencias particulares de auto-acicalamiento (AA). Dicho incremento es considerado como una
respuesta de estrés, sin embargo, nueva evidencia sugiere que el AA podria actuar como una forma
de retrocontrol que regula la magnitud de la respuesta emocional, o “arousal”, en los animales. Para
estudiar la relacion entre la habituacion y el AA, distintos grupos de ratas Wistar macho fueron
evaluados en una de las siguientes condiciones: un CA desconocido, un CA al que se han habituado
previamente y en su jaula de alojamiento. Puesto que estas condiciones conforman un gradiente de
habituacion (de menor a mayor familiaridad), se utilizaron con el fin de estudiar como la familiaridad
del contexto afecta las conductas de los animales. Adicionalmente, la mitad de los animales en cada
grupo recibi6 una descarga eléctrica en sus patas antes de su evaluacion. Lo anterior, para incrementar
el nivel de estrés e identificar su efecto sobre la conducta en el CA. Se esperaba que la evaluacion en
ambientes mas familiares favoreciera la reduccion de las conductas de EER y el incremento de las
secuencias complejas de AA. Ademas, que los animales estresados mostraran una tendencia opuesta:
una reduccion lenta de las conductas de EER y un menor incremento en las secuencias complejas de
AA. Para obtener informacidn adicional sobre el estado emocional de los animales, se evalu6 también
la emision espontanea de vocalizaciones ultrasénicas (VUS), mismas gque se encuentran relacionadas
tanto con estados emocionales negativos (22-kHz) como positivos (50-kHz). Se observé que los
choques eléctricos redujeron las secuencias complejas de AA e incrementaron el AA cefélico.
Ademas, el estrés incrementd el estado emocional negativo en los animales, lo cual se observo
mediante la reduccidn de las VUS de 50-kHz y el incremento en las de 22-kHz. Ademas, se observé
una correlacion positiva entre las VUS de 50-kHz y las secuencias complejas de AA. Si bien el estudio
detallado del AA es necesario para dilucidar con mayor exactitud su asociacion con el estrés y el de-
arousal, el efecto de los tratamientos fue mas débil que el esperado. Es posible que el tiempo entre la
induccion de estrés y la evaluacion conductual haya sido demasiado corto como para que se apreciara
de forma robusta un incremento en las respuestas de estrés. Ademas, es posible que la experiencia en
la camara de choques impidiera la deteccion de efectos conductuales mayores al inducir una

habituacién a corto plazo que afectd la evaluacion posterior.



Abstract

Habituation is a form of non-associative learning characterized by the progressive reduction of a
behavioral response due to the repeated exposure to the eliciting stimuli. By using the open-field test
(OF), it has been shown that rodents progressively reduce locomotion and rearing behavior thru single
or repeated assessments. The habituation of these behaviors, known as exploratory and risk-
assessment behaviors (ERA), cooccur with the increasing of certain grooming subtypes. Such
grooming increasing is considered as a stress response, but new evidence suggests that grooming
could be part of an arousal inhibiting system helping the animal to reduce emotional excitement. For
studying the association between habituation and grooming, footshocked and non-footshocked rats
were tested for 20 minutes on one of the following conditions: an unfamiliar open-field test, a familiar
open-field test, and an individual home cage filled with bedding. Because such conditions encompass
a certain gradient of habituation, they were used for studying how the familiarity with the testing
context affected the animal’s behavior. Footshocks were administered for assess the effects of
increased stress on OF habituation. It was expected that animals tested in the familiar contexts showed
a greater reduction of ERA and a greater increasing of complex grooming. Plus, that stressed rats
showed the opposite trend: a slow reduction of ERA and leaser increment of complex grooming. For
obtaining additional information about animal’s inner emotional state, ultrasonic vocalizations
(USVs) were also assessed due to their unequivocal association with negative (i.e., 22-kHz) and
positive (i.e., 50-kHz) emotionality. It was found that footshocks slightly reduced complex grooming
while increased cephalic grooming. Stress also increased negative emotionality as observed in the
reduction of 50-kHz USVs and the increasing of the 22-kHz ones. Furthermore, there was a positive
correlation between 50-kHz USVs and complex grooming. Altogether, the detailed analysis of
grooming seems necessary for elucidating its diverse biological functions. Nevertheless, footshock
stress and testing conditions produced weaker-than-expected effects, possibly because the time
elapsed between footshocks and behavioral testing was too short for eliciting a full stress response,
and because the simple footshock-chamber experience may have impeded detecting stronger effects

of familiarity.
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Introduccion

La habituacién es una forma de aprendizaje no asociativo caracterizada por la reduccion de respuestas
motoras y/o sensoriales producto de la presentacion repetida o prolongada del estimulo que las causa
(Poon & Young, 2006). Dado que se encuentra presente en organismos de distintos reinos bioldgicos,
la habituacion es considerada una de las formas méas elementales de aprendizaje y memoria en los
seres vivos (Carew, Pinsker & Kandel, 1972; Groves & Thompson, 1970; Poon & Young, 2006;
Purves et al., 2008). Su funcién principal es la de actuar como un mecanismo basico de compuerta
atencional para la supresiéon selectiva de informacién irrelevante o redundante (Poon & Young, 2006).
En este sentido, la habituacion suele darse ante estimulos de baja intensidad que no constituyen una
amenaza para la preservacion de los organismos (Poon & Young, 2006; Rankin et al., 2009). Gracias
a esto, el sistema nervioso es capaz de reducir sus recursos orientados hacia estimulos poco

informativos.

En roedores, una de las formas mas comunes de estudiar la habituacion es a través del analisis de las
respuestas de EER en el contexto de CA. Tipicamente, esta prueba consiste en un cajon cuadrado
rodeado por paredes sin salidas, descubierto e iluminado desde la parte superior (Stanford, 2007).
Debido a que las ratas y ratones son presa de muchas especies en su habitat natural, los espacios
abiertos, altamente iluminados y sin salidas o escondites representan una gran amenaza. EI CA
reproduce efectivamente estos estimulos evocando una serie de conductas orientadas a reducir la
incertidumbre sobre las posibles fuentes de amenaza (Blanchard & Blanchard, 2008; Blanchard et al.,
2011; Welker, 1957). En particular, la exposicion al CA produce un incremento significativo de la
locomocién y la exploracion vertical (Brenes, Rodriguez & Fornaguera, 2006; Stanford, 2007). Estas
conductas son denominadas como de EER (Blanchard & Blanchard, 2008; Blanchard et al., 2011;
Brenes, Rodriguez & Fornaguera, 2006), y suelen presentarse principalmente al inicio del CA cuando
la incertidumbre respecto a las fuentes y grado de amenaza es mayor (Brenes, Padilla & Fornaguera,
2009). El despliegue de las conductas de EER decae rdpida y progresivamente a lo largo de la
exposicion a la prueba, lo cual es considerado como un proceso a corto plazo de habituacion a la
novedad (Brenes, Padilla & Fornaguera, 2009; Rojas-Carvajal et al., 2018; Welker, 1957). Cuando
los animales son expuestos repetidamente al CA, también se observa una reduccion de dichas
conductas entre evaluaciones, lo que se considera como un proceso de habituacion a la novedad, pero
en este caso, que ocurre a largo plazo (Mora-Gallegos et al., 2015; Rojas-Carvajal et al., 2016; Rojas-

Carvajal et al., 2018). En sintesis, la exposicion al CA produce en roedores un incremento de las
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conductas de EER, las cuales decaen por habituacion tanto dentro de una misma evaluacion (ej., en

un mismo dia) como entre exposiciones a la prueba (gj., entre dias 0 semanas).

A través de la historia evolutiva de los organismos, la seleccion natural los ha dotado con un repertorio
de conductas para responder a distintas fuentes de amenaza, y a las cuales se les conoce como
respuestas defensivas (Blanchard & Blanchard, 2008; Blanchard et al., 2011). En contextos en donde
se posee poca informacidn sobre las caracteristicas y propiedades del entorno (gj., CA), la extraccion
de informacion al tiempo que se despliegan conductas defensivas permite el ajuste —en tiempo real—
de los patrones de EER en curso, asi como su transicion hacia otros patrones mas apropiados a las
caracteristicas del contexto (Blanchard & Blanchard, 2008; Blanchard et al., 2011). Ademas de las
respuestas conductuales defensivas, la percepcion de amenaza generada por el CA pone en marcha
una serie de mecanismos fisioldgicos que facilitan hacerle frente a dicha amenaza (Blanchard &
Blanchard, 2008; Blanchard et al., 2011; McEwen & Wingfield, 2003). A este conjunto de
mecanismos y procesos psicofisioldgicos orientados a restablecer las condiciones 6ptimas del
individuo se les denomina respuestas de estrés (Chrousos, 2009; McEwen & Wingfield, 2003). El
estrés genera un gran costo o carga para los individuos, por lo que una respuesta “normal” de este
tipo se encuentra acompariada de procesos de retrocontrol fisioldgicos y conductuales que protegen
al organismo de la acumulacion de esta carga (McEwen & Wingfield, 2003). Un ejemplo de este
proceso se observa en el CA, en donde el despliegue inicial de conductas de EER se reduce
progresivamente gracias a que el grupo de estimulos que desencadenaba estas conductas pierde su
valor amenazante (Blanchard & Blanchard, 2008; Blanchard et al., 2011; Stanford, 2007). Es decir,
las caracteristicas del contexto pierden su capacidad para seguir evocando conductas de EER producto
de la exploracidn inicial del CA (Blanchard & Blanchard, 2008; Blanchard et al., 2011). Este proceso
de habituacion permite, en consecuencia, reducir la carga generada por el despliegue de las conductas

defensivas sobre el organismo (Brenes, Padilla & Fornaguera, 2009; Rojas-Carvajal et al., 2018).

Ademés de los cambios observados en las conductas de EER, ratas y ratones suelen mostrar un
incremento progresivo del AA durante el CA. La aparicion del AA en contextos de amenaza potencial
se explico originalmente como un fendmeno que ocurre como resultado del conflicto emocional
generado por el contexto (Tinbergen, 1952). Se describid que al producirse en los organismos una
competencia por el despliegue de conductas que son antagénicas (ej., atacar o huir; explorar o

descansar), se emiten por defecto otras conductas que son de alta aparicion en la especie particular
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(ej., AA en roedores): a estas se les denomind conductas por desplazamiento (Amselme, 2008;
Tinbergen, 1953). Sin embargo, esta explicacion entrd en desuso afios més tarde debido a que no
detallaba los aspectos neurobiolégicos ni cognitivos involucrados (Anselme, 2008). En estudios
posteriores, se observo que contextos o situaciones potencialmente amenazantes desencadenaban el
AA, razdn por la que se le considerd como una respuesta de estrés (Katz & Roth, 1979; Roth & Katz,
1980; Kalueff & Tuohimaa, 2004; Kalueff & Tuohimaa, 2005). Estudios farmacol6gicos indicaron
que la administracion de sustancias que imitan la actividad hormonal del estrés (ej., factor liberador
de corticotropina, adrenocorticotropina) incrementaban la aparicion del AA (Gipsen & lsaacson,
1981; Jolles, Rompa-Barendregt & Gispen, 1979). Sin embargo, se encontré que la eliminacion de la
glandula pituitaria (fundamental en la regulacion neurofiosiolégica de la respuesta de estrés) producia
poco o ningln cambio en el despliegue del AA (Roth & Katz, 1980). De hecho, la evidencia sugiere
que el incremento del AA producto de la manipulacién farmacoldgica de las vias de estrés podria
deberse en algunos casos, a efectos locales en regiones del encéfalo no involucradas directamente con
la respuesta de estrés (Argiolas et al., 2000; Fuzési et al., 2016, Hong et al., 2014; Mu et al., 2020).
Como una hipétesis alternativa a la concepcion de AA como una respuesta de estrés, se plante6 que
dicha conducta podria estar involucrada en la regulacién de la respuesta emocional en contextos de
amenaza potencial (Spruijt, Van Hooff & Gispen, 1992; Brenes, Padilla & Fornaguera, 2009). Se ha
reportado que la emision de ciertos tipos de AA requiere que los animales reduzcan las actividades
de vigilancia y exploracion del contexto (Brenes, Padilla & Fornaguera, 2009; Rojas-Carvajal et al.,
2018; Rojas-Carvajal, Sequeira-Cordero & Brenes, 2020). Ademas, nueva evidencia ha sefialado que
la induccion experimental del AA produce una inhibicion del despliegue de distintas conductas
defensivas (Fuzesi et al., 2016; Hu et al., 2015; Mu et al., 2020). En virtud de lo anterior, se ha
sugerido la posibilidad de que el AA forme parte de un sistema inhibitorio que favorece la reduccion
de la activacion emocional (Rojas-Carvajal et al., 2018; Rojas-Carvajal, Sequeira-Cordero & Brenes,
2020; Rojas-Carvajal, Sequeira-Cordero & Brenes, 2020). El grado de activacion psicomotora y
emocional, o “arousal”, se observa en la magnitud de las respuestas conductuales ante estimulos (de
aqui en adelante, se utilizara el concepto “arousal” en idioma inglés debido a que su traduccion al
espafiol no refleja con exactitud su significado) (Frijda, 2010). Por tanto, al observarse que el AA
podria favorecer la reduccion de las conductas de EER, se denominé a esta hipotesis como de
reduccion de la activacion emocional, o de “de-arousal” (Spruijt, Van Hooff & Gispen, 1992; Rojas-
Carvajal et al., 2018; Rojas-Carvajal, Sequeira-Cordero & Brenes, 2020; Mu et al., 2020).
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Dado que la reduccion progresiva de la EER suele coincidir con un incremento del AA, se ha sugerido
una fuerte vinculacion entre esta conducta y la habituacién a la novedad (Brenes, Rodriguez &
Fornaguera, 2006; Brenes, Padilla & Fornaguera, 2009; Rojas-Carvajal et al., 2018; Rojas-Carvajal
etal., 2016). Gracias a su estudio detallado se ha logrado identificar que el AA que incluye secuencias
largas y complejas incrementa gradualmente a lo largo del CA, mientras el AA caracterizado por
secuencias cortas dirigidas a la cabeza y las extremidades delanteras tiende a disminuir (Brenes,
Padilla & Fornaguera, 2009; Rojas-Carvajal et al., 2018; Rojas-Carvajal et al., 2016; 2017; Rojas-
Carvajal, Sequeira-Cordero & Brenes, 2020). Dado que secuencias especificas podrian ser
desencadenadas por elementos distintos (Berridge & Wishaw, 1992; Brenes, Padilla & Fornaguera,
2009; Kalueff & Tuohimaa, 2004; Kalueff & Tuohimaa, 2005; Rojas-Carvajal et al., 2018; Rojas-
Carvajal et al., 2016; Spruijt, Van Hooff & Gispen, 1992; Mu et al., 2020), se ha sugerido que el AA
no debe ser interpretado como una conducta monolitica (Rojas-Carvajal et al., 2018). De hecho, se
ha propuesto que el AA dirigido hacia las regiones cefalicas del cuerpo esta principalmente
relacionado con las respuesta de estrés (Brenes, Padilla & Fornaguera, 2009; Rojas-Carvajal et al.,
2018; Rojas-Carvajal et al., 2016), mientras que el AA complejo dirigido a las regiones caudales del
cuerpo podria estar principalmente relacionado con procesos auto-compensatorios de de-arousal
emocional (Brenes, Padilla & Fornaguera, 2009; Rojas-Carvajal et al., 2018; Rojas-Carvajal et al.,
2016; Spruijt, Van Hooff & Gispen, 1992; Rojas-Carvajal, Sequeira-Cordero & Brenes, 2020). El
despliegue de secuencias cortas dirigidas a la region cefalica de los roedores favorece el
mantenimiento de los 6rganos sensoriales libres de obstruccion durante la exploracion del contexto
y, ademas, pueden ocurrir de forma concomitante con la EER (Rojas-Carvajal et al., 2018; Rojas-
Carvajal et al., 2016). En ese sentido, es probable que dichas secuencias estén emparentadas con las
respuestas de estrés (Rojas-Carvajal et al., 2018; Rojas-Carvajal et al., 2016; Veloso et al., 2016;
Estanislau et al., 2019). Por el contrario, el desplegar secuencias largas dirigidas a las regiones
caudales del cuerpo implica una reduccion importante de la actividad exploratoria en los roedores
(Rojas-Carvajal et al., 2018; Rojas-Carvajal et al., 2016, Rojas-Carvajal, Sequeira-Cordero & Brenes,
2020). Es decir, la exploracion es desplazada por la autoestimulacion mediante el AA (Rojas-Carvajal
et al., 2018; Rojas-Carvajal et al., 2016), lo cual podria entenderse también como una forma de

retrocontrol.

Estudios recientes han brindado valiosa evidencia respecto la relacion antagonica entre el AA 'y el

despliegue de distintas conductas defensivas (Fuzesi et al., 2016; Hong et al., 2014). A través de un
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modelo denominado “residente/intruso”, la introduccién de un raton “intruso” en la jaula de un raton
“residente” evoca en este ultimo una activacion conductual defensiva caracterizada por la emision de
ataques (Hong et al., 2014). Sin embargo, la induccion de AA mediante foto-estimulacion
intracerebral produce en el animal “residente” una reduccion de los ataques contra el “intruso”, lo
cual sugiere que el AA tiene un papel importante en la inhibicidn de conductas defensivas como el
ataque a conspecificos (Hong et al., 2014). Se ha reportado también que, tras un evento de estrés, la
induccién de AA mediante foto-estimulacién reduce la apariciéon de conductas de EER en ratones
(Flzesi et al., 2016). Ademas, se encontré que la magnitud en la que dichos animales se auto-
acicalaban fue dependiente de la familiaridad con el contexto: los animales evaluados en sus propias
jaulas después de ser expuestos a un evento de estrés mostraron mayor AA y menores conductas de
EER, mientras que aquellos que fueron evaluados en un CA mostraron una tendencia opuesta (Fiizesi
et al., 2016). Interesantemente, animales previamente habituados al CA mostraron niveles de AA 'y
de conductas de EER similares a las de los animales evaluados en sus jaulas (Fuzesi et al., 2016). Esta
evidencia indica que la aparicion del AA es dependiente del contexto, y que su efecto antagonico
sobre las conductas de EER ocurre principalmente en contextos familiares (Fuzesi et al., 2016). Esto
refuerza la hipétesis de que el AA actla como un mecanismo de regulacion emocional, y brinda un
mayor sustento para afirmar que la seguridad y el grado de habituacién al contexto de evaluacion
influyen en el despliegue del AA (Brenes, Padilla & Fornaguera, 2009; Rojas-Carvajal et al., 2018;
Rojas-Carvajal et al., 2016; Mu et al., 2020).

En roedores, el uso del CA ha brindado valiosa evidencia para el estudio de la habituacion a la
novedad (Brenes, Rodriguez & Fornaguera, 2006; Stanford, 2007). Mediante su utilizacién se ha
podido identificar la cinética de las conductas de EER, y se ha brindado informacion relevante sobre
el posible papel del AA en esta prueba (Brenes, Padilla & Fornaguera, 2009; Rojas-Carvajal et al.,
2018; Rojas-Carvajal et al., 2016). Adicionalmente, el estudio de la dindmica de las conductas
defensivas en distintas situaciones de estrés ha aportado evidencia importante para el entendimiento
de la aparicion del AA en dichos contextos (Fuzesi et al., 2016; Hong et al., 2014; Mu et al., 2020).
Debido a que esta conducta se utiliza como un parametro central dentro de mdaltiples modelos
animales, el entender su papel en tanto una forma de retrocontrol y regulacion emocional, posee
implicaciones importantes para la validez de dichos modelos y respecto a su valor translacional
(Fernandez-Teruel & Estanislau, 2016; Kalueff et al., 2015; Song, Berridge & Kalueff, 2016). En este

sentido, surgen dos interrogantes de particular relevancia. La primera se refiere al impacto que tienen
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la familiaridad y el grado de habituacion al contexto de evaluacion sobre el despliegue del AA. Es
decir, en qué medida el contexto afecta el despliegue del AA. La segunda se refiere al papel del estrés
en el despliegue del AA. En particular, como el estrés influye en el desencadenamiento de ciertos
tipos de AA a lo largo de un periodo de evaluacion. Respecto a la primera interrogante, se ha
argumentado que, si el contexto influye sobre el AA, deberia producirse un cambio en su dinamica a
lo largo del CA debido a que la notoriedad del contexto cambia en funcion de la habituacion (Rojas-
Carvajal et al., 2018). En pruebas como el CA, la percepcidn de amenaza es mayor al inicio de la
evaluacion, por lo que deberia observarse una disminucion del AA en caso de que este tenga relacion
con el despliegue defensivo. Por otro lado, el incremento progresivo de la conducta indicaria una
mayor relacidn con procesos posteriores de retrocontrol y auto-regulacion emocional (Figura 1.A).
Una particularidad que aun se encuentra pendiente de estudiar en detalle es si el analisis
pormenorizado de las secuencias del AA podria aportar informacién para entender las distintas
interpretaciones que se han realizado sobre esta conducta en distintos modelos experimentales
(Brenes, Padilla & Fornaguera, 2009; Rojas-Carvajal et al., 2018; Rojas-Carvajal, Sequeira-Cordero
& Brenes, 2020). En ese sentido, es posible que, si alguno de los tipos de secuencias desplegadas
compite con el despliegue de conductas de EER, se produzca un retrocontrol negativo entre ambas
(Rojas-Carvajal et al., 2018; Rojas-Carvajal, Sequeira-Cordero & Brenes, 2020). Ahora bien, si
algunas secuencias de AA se vieran incrementadas como consecuencia de un nivel incrementado de
estrés, estas podrian vincularse principalmente con las respuestas defensivas (Figura 1.B; Rojas-

Carvajal et al., 2018; Rojas-Carvajal, Sequeira-Cordero & Brenes, 2020).

Una posible estrategia para estudiar como el grado de habituacion y familiaridad con el contexto de
evaluacion modifica el despliegue conductual de animales previamente expuestos a un evento de
estrés agudo, es manipular los contextos de evaluacion para generar un gradiente de habituacion. Si
en efecto los ambientes mas familiares promueven una rapida reduccion de las conductas de EER y
un incremento de secuencias de secuencias complejas de AA, la evaluacién en contextos de mayor a
menor familiaridad deberia producir un cambio conductual coherente con dicho gradiente. Ademas,
se podria inducir estrés agudo en los animales antes de su evaluacion, lo cual facilitaria la
discriminacion del efecto del estrés sobre el AA (Figura 1.B). Dado que la naturaleza amenazante de
un evento de estrés agudo (ej., una descarga eléctrica en las patas) posee la misma direccion defensiva
de las conductas de EER, se esperaria que el estrés previo al CA produjera un efecto sinérgico. Dicha

potenciacion deberia afectar también la aparicion de las secuencias de AA relacionadas con la
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activacion conductual defensiva, e inhibir o retrasar la aparicion de las secuencias relacionadas con

el retrocontrol emocional (Figura 1.B).

Dinamica de las conductas en el Campo Abierto
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Figura 1. (A) Gréfico ilustrativo de la dindmica de las conductas en el CA generado a partir de la
evidencia provista por Brenes, Padilla & Fornaguera (2009), Rojas-Carvajal et al. (2016), Rojas-
Carvajal et al. (2018) y Rojas-Carvajal, Sequeira-Cordero & Brenes (2020). En este gréafico se
describe el comportamiento tipico de la habituacion de las conductas de EER, asi como la reduccion
del AA dirigido a la cabeza y patas delanteras (AA cefalico), y el incremento del AA encadenado
dirigido a las regiones caudales del cuerpo (AA secuencial). El area sombreada indica el traslape
entre las curvas de incremento y decremento de las conductas, lo cual ilustra cémo la EER es
desplazada por el incremento del AA secuencia. (B) Al inducir estrés agudo antes de la evaluacién
en el CA, se espera un fortalecimiento de las conductas de EER, asi como un retraso en la aparicion
de mecanismos de retrocontrol como el AA. Si por el contrario el AA cefélico se viera fortalecido,
esto aportaria evidencia a favor de la disociacion del caracter informativo del AA en funcién de sus
subtipos o secuencias. Nota: Para la confeccidn de los gréficos se utilizaron unidades arbitraras cuya
Unica finalidad es resumir ilustrativamente alguna de la evidencia que antecede la presente propuesta

cientifica.

Con el objetivo de obtener evidencia cualitativa y cuantitativamente distinta sobre los estados
emocionales y motivacionales en roedores, ha habido un creciente interés por el estudio de la emision

de vocalizaciones ultrasonicas (VUS), principalmente en ratas. En el reino animal, multiples especies
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utilizan sefiales acusticas para la sefializacién emocional y motivacional tanto de forma intra- (dentro
de la misma especie) como hetero-especifica (entre distintas especies) (Nyby & Whitney, 1978;
Portfors, 2007). En las ratas, las VUS sirven para la sefializacion de diferentes estados afectivos los
cuales pueden variar dependiendo del contexto (Knutson et al., 2002; Jelen et al., 2003; Kim et al.,
2010). Animales jovenes y adultos emiten llamadas de alta frecuencia (denominadas de 50-kHz)
durante el jugo intra- y hetero-especifico (Panksepp & Burgdorf, 2000; Burgdorf et al., 2008), en
anticipacion a la obtencion de una recompensa (Brenes & Schwarting, 2014; Brenes & Schwarting,
2015), durante actividades relacionadas con la copula (Borner et al., 2016; Burgdorf et al., 2008), asi
como durante la exploracion de contextos familiares y poco familiares (Natusch & Schwarting, 2010;
Whor et al., 2008; Brenes et al., 2016). Por otro lado, las llamadas de alarma (denominadas de 22-
kHz) se emiten cominmente ante situaciones aversivas como durante la agresion por un conspecifico
(Burgdorf et al., 2008), ante sefiales olfatorias de un depredador (Litvin et al., 2007), asi como
producto del estrés social (Kim et al., 2010) y la administracién de choques eléctricos en las patas
(Borta et al., 2006). Dado que las VUS de 22-kHz indican un estado emocional negativo y las de 50-
kHz corresponden a llamadas prosociales emitidas en situaciones emocionalmente neutras o bien
asociadas con emocionalidad positiva, la evidencia obtenida de estas sefiales acusticas contribuye
enormemente a la interpretacién los efectos del estrés y la habituacién a la novedad sobre la emision
del AA.



Justificacion

La aparente discrepancia en la identificacion de los factores desencadenantes del AA ha generado un
gran interés en la comunidad cientifica, lo cual se ha visto reflejado en los distintos modelos animales
que utilizan esta conducta como principal parametro de andlisis (Kalueff et al. 2016). Ademas de sus
implicaciones dentro del estudio del estrés, el AA posee multiples funciones tales como la limpieza
(Amador & Hu, 2015), la termo-regulacion (Almeida, Vizin & Carreteiro, 2015; Roberts, 1988;
Thiessen, 1988), el manejo del dolor (Spradley, Davoodi, Carstens & Carstens, 2012), y el
fortalecimiento de lazos sociales (Carter & Wilkinson, 2015; Seyfarth, 1980). Esto, lejos de ser una
desventaja, se traduce en un reto: detallar las condiciones y eventos que desencadenan esta conducta,
asi como su funcién particular en el contexto de estudio. La larga trayectoria en la investigacién del
AA desemboca actualmente en multiples debates sobre la interpretacion de la conducta (Fernandez-
Teruel & Estanislau, 2016; Kalueff et al., 2015; Song, Berridge & Kalueff, 2016; Timberge, 1952),
lo cual revela con toda claridad que este es un tema cuyo marco de referencia se encuentra ain en
construccién. En virtud de lo anterior, surge la importante necesidad de realizar una indagacion
experimental que permita aportar evidencia sobre los principales factores desencadenantes del AA.
Cabe destacar que a pesar de que existen distintas publicaciones que destacan dicha discusion
(Fernandez-Teruel & Estanislau, 2016; Kalueff et al., 2015; Song, Berridge & Kalueff, 2016), no
existen trabajos recientes orientados a estudiar en detalle las distintas hipodtesis entorno a la
interpretacion del AA (Spruijt, Van Hooff & Gispen, 1992). Por este motivo, la discusion en torno al

tema podria enriquecerse mediante un abordaje experimental dirigido sobre hipotesis especificas.

En la actualidad, se ha identificado que en trastornos como el déficit atencional con hiperactividad
(Jansiewicz, Newschaffer, Denckla & Mostofsky, 2004; Massa & O’Doskey, 2011; Zhuang et a.,
2001), el trastorno obsesivo-compulsivo (Olatunii et al., 2009) y en Trastornos del Espectro Autista
(Guiraurd et al., 2011; Kohl et a., 2014; Swartz et al., 2013), existe una afectacion de la capacidad de
habituacién. Por ejemplo, se ha observado un déficit en la habituacion a la novedad en distintos
modelos roedores de Autismo (Schneider & Przewtocki, 2005; Silverman et al., 2010). Ademas, se
ha descrito que los ratones utilizados para modelar dicho trastorno también presentan un patron
anormal de AA (Schneider & Przewtocki, 2005). De hecho, un bajo desempefio en la capacidad de
habituacién y caracteristicas anormales de AA convergen en varios de los modelos antes mencionados

(Alonso et al., 2015; Kalueff et al., 2016; Taylor et al., 2010), lo cual produce una duda justificada a
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la hora de indagar en el tema en términos de su impacto sobre modelos pre-clinicos. En seres
humanos, se ha encontrado que pacientes con esquizofrenia poseen una baja capacidad de habituacion
a estimulos de distintas modalidades sensoriales (Ludweig & Vollenweider, 2002; Ludewig et al.,
2002), y que algunos tratamientos con antipsicéticos son capaces de aminorar ese rasgo (Aggnernaes
et al., 2010; Oranje & Glenthgj, 2012). Dada la heterogeneidad sintomatica observada en pacientes
con esquizofrenia, se vuelve fundamental ofrecer una mejor descripcion de conductas consideradas
como endofenotipos tanto en estudios clinicos como pre-clinicos (ej., baja habituacion). En ese
sentido, este trabajo se orientd al estudio de las implicaciones del AA dentro del proceso de
habituacién a la novedad en la prueba del CA, lo cual se constituye como un aporte con posibles
implicaciones para el estudio de trastornos como la esquizofrenia. Por otro lado, la capacidad de
habituacidn se encuentra involucrada en distintos procesos de aprendizaje asociativo (ej., Singh et al.,
2015), y ha sido utilizada para predecir la inteligencia general en infantes (ClI; McCall & Carriger,
1993). Producto de esto, su estudio para el entendimiento de distintas deficiencias cognitivas y
neuroconductuales es de gran importancia (Brenes, Padilla & Fornaguera, 2009; Rojas-Carvajal et
al., 2018; Rojas-Carvajal et al., 2016). Sin embargo, a pesar de la aparente relacion entre la
habituacion y el AA, la investigacion orientada a indagar el posible papel de las capacidades de

aprendizaje no asociativo en la auto-regulacién emocional es reducida.

Este trabajo se orienta al estudio de la relacion entre el AA y la habituacion, asi como a la
investigacion sobre el impacto del estrés sobre el despliegue conductual en el CA. Si bien ya se
encuentra tipificado que el proceso de habituacion a la novedad se caracteriza por la reduccion de las
conductas de EER (Brenes, Rodriguez & Fornaguera, 2006; Stanford, 2007), no se tiene claro como
este proceso podria facilitar el despliegue de otras conductas compensatorias como el AA. Dado que
alguna evidencia indica que el AA aparece conforme las conductas de EER se reducen (Brenes,
Padilla & Fornaguera, 2009; Rojas-Carvajal et al., 2018; Flzesi et al., 2016), cabe la posibilidad de
que el cumplimiento de algunos criterios internos de informacién en el animal pongan en marcha el
despliegue de conductas auto-compensatorias. Es decir, la reduccion de la incertidumbre sobre las
propiedades del contexto podria desencadenar mecanismos que faciliten la reduccién de la actividad
emocional incrementada (Rojas-Carvajal et al., 2018). Esto se traduciria en una reduccién de las
conductas exploratorias y el incremento de otras conductas como el AA. Si bien esta suposicion es
plausible a la luz de la evidencia actual (Rojas-Carvajal et al., 2018; Rojas-Carvajal, Sequeira-

Cordero & Brenes, 2020), el presente trabajo abordé algunos elementos que ain se encontraban
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pendientes de ser tratados en detalles. Primero, se analiz6 cdmo los distintos sub-tipos de AA podrian
estar relacionados con la habituacion de la EER. Luego, se indag6 sobre cdmo el estrés afecta el
despliegue de estas conductas, tomando en consideracion la posible modulacién del contexto.
Finalmente, se analizaron las posibles asociaciones entre el AA 'y las conductas de EER en funcion
del estrés y del contexto. A partir de la evidencia analizada, es posible decir que los aspectos antes
mencionados son de caracter novedoso, asi como cientificamente pertinentes. Ademas, producto de
la amplia utilizacion del CA, el AA y la habituacion dentro de distintos modelos, los resultados
obtenidos a partir de este trabajo tienen el alcance de impactar un rango mas amplio de ambitos de

estudios, incluyendo aquellos que se encuentran fuera del &mbito de la investigacion basica.
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Objetivo general

Examinar el papel de la habituacion y familiaridad al contexto de las pruebas (i.e., jaula 0 campo

abierto), en el despliegue conductual evaluado después de un evento de estrés agudo.

Objetivos especificos

1. Describir lamaneraen la que el estrés agudo modifica el proceso de habituacién de la locomocion
y la exploracion vertical desplegados en contextos con distintos gradientes de habituacion y
familiaridad.

2. Examinar el papel del contexto de evaluacion y el estrés agudo en el despliegue de los distintos
sub-tipos de AA.

3. Estudiar la posible asociacion entre la locomocién, la exploracion vertical y distintos subtipos de
AA.
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Metodologia

Sujetos: Se utilizaron 54 ratas macho de la cepa Wistar con un peso de ~250 g a la llegada al Centro
de Investigacion en Neurociencias (CIN), lugar donde se ejecutd el experimento. Los animales fueron
provistos por el Laboratorio de Ensayos Bioldgicos (LEBI) de la Universidad de Costa Rica (CICUA-
047-17).

Condiciones de alojamiento: Todos los animales fueron alojados bajo un ciclo luz- oscuridad 12:12
horas (se encienden luces a las 6 h), con acceso libre al alimento y al agua. Todas las jaulas fueron
cambiadas y rellenadas con burucha de madera (5000 mL, LEBI) dos veces por semana, y se llevo un
control semanal del peso de los animales durante todo el periodo de alojamiento en el CIN. En el
LEBI, los animales se alojaron con sus hermanos desde el destete (DPN-21) en jaulas de alojamiento
estandar (plexiglas transparente; 56 x 35 x 20 cm) con un maximo de 5 animales por jaula. Las mismas
condiciones de alojamiento se mantuvieron a lo largo del experimento excepto cuando los

procedimientos requirieron de su modificacion.

Procedimientos generales: A su llegada al CIN, se colocé a los animales en un cuarto ventilado por
un lapso de 1 h. Durante ese periodo, no se les realizd ningun tipo de procedimiento con el fin de
permitirles una breve recuperacion tras el transporte. Posteriormente, las ratas fueron marcadas para

su identificacion, pesadas y trasladadas al bioterio.

Para su distribucidn en los grupos experimentales, se evalud a los animales en una prueba de actividad
espontanea (modificado de Brenes et al., 2016; Rojas-Carvajal, Quesada-Yamasaki & Brenes, en
preparacion). Esta prueba consistio en exponer a los animales a una jaula de alojamiento individual
(plexiglés transparente; 38 x 19 x 22 cm) con burucha (1000 mL) durante 5 min. La jaula se ilumind
con luz blanca a 8-10 Iimenes, y la actividad de los animales fue grabada con camaras digitales
(GoPro, CA, EEUU) desde un costado (~40 cm). Se utilizé la actividad locomotora (evaluada
automaticamente por Any Maze, Stoelting, IL, EEUU), asi como la exploracion vertical, el AAy las
VUS (evaluadas manualmente) para contrabalancear los grupos segun el grado de reactividad
inducido por la manipulacion y la primera exposicion al cuarto de experimentacion. La asignacion y
balanceo de los grupos se realizo a partir del criterio de que en los promedios y en los minimos y
méaximos de las cuatro variables (ej., distancia, exploracion vertical, AA y VUS) no existiera una

diferencia superior al 5%. Ademas, se redujo al minimo el niumero de hermanos asignados a cada



14

condicion experimental y se control el peso promedio de los animales por cada una de estas

condiciones.

Grupos: Con el propoésito de estudiar como el grado de habituacion al contexto de evaluacion
modifica el AA emitido tras un evento de estrés agudo, los animales fueron asignados a tres grupos
segun sus condiciones de evaluacién: contexto novedoso después del estrés, contexto pre-habituado
después del estrés y contexto familiar después del estrés (Figura 2). Los animales del grupo “(1)
Contexto novedoso” fueron evaluados en el CA después del evento de estrés agudo y sin ninguna
experiencia previa en dicho contexto. Los animales de este grupo desconocen las caracteristicas de la
prueba, por lo que el proceso de habituacion a la novedad tendra lugar justo después de haber sido
expuestos a un evento de estrés agudo. Los animales del grupo “(2) Contexto pre-habituado” fueron
expuestos al CA durante 30min 24h antes de la evaluacion, la cual se realizd en esos mismos CA
después del evento de estrés agudo. Los elementos del contexto de evaluacion son novedosos, sin
embargo, se esperaba que la exposicidn previa al CA brindara a los animales un mayor grado de
habituacién a ese entorno. Los animales del grupo “(3) Contexto familiar” fueron colocados en jaulas
de alojamiento individual 24h antes de la evaluacion. Posteriormente, fueron evaluados en sus mismas
jaulas individuales (JI) después de experimentar el evento de estrés agudo. Estos animales fueron
evaluados bajo dichas condiciones debido a que los elementos presentes en las JI (gj., burucha, forma
de la jaula, olor) también se encuentran presentes en sus jaulas de vivienda, razén por la que se
encuentran fuertemente asociados con mayor seguridad y protecciéon. Cada grupo conté con su
respectivo grupo control, el cual fue sometido exactamente al mismo procedimiento, pero sin recibir
ninguna descarga eléctrica (sin estrés agudo): “Contexto novedoso sin estrés”, “Contexto pre-

habituado sin estrés” y “Contexto familiar sin estrés”. Se utilizaran 9 animales por grupo (Figura 2).

Evaluacién conductual

Procedimientos generales: Las evaluaciones conductuales iniciaron una semana después de la llegada
de los animales al CIN. Para su traslado, las ratas se colocaron individualmente en jaulas de transporte
(1000 mL de burucha) ~2 min antes ser llevadas al cuarto donde se administré el procedimiento de

estrés agudo.

Procedimiento de estrés agudo: Para inducir estrés, los animales se colocaron individualmente en

una camara de condicionamiento (Automatic Reflex Chamber, Ugo Basile, VA, ltalia), la cual se
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encontraba en un cuarto adyacente al cuarto de experimentacion. En dicha camara, los animales
recibieron tres descargas eléctricas de 0.8 mA en sus patas, con una duracién de 1 sy con un intervalo
entre choques de 5 s. Después de la Gltima descarga, los animales permanecieron 120 s en la cdmara
de condicionamiento. Luego, fueron colocados en sus jaulas de transporte para ser llevados al cuarto
de experimentacion. Después de 60 s de espera en esas jaulas, los animales se colocaron en los
distintos contextos de evaluacion durante 20 min. La camara de condicionamiento fue desinfectada
con etanol (70%) después de cada prueba. Todos los animales fueron expuestos a todos los
procedimientos relacionados con la exposicion a la cdmara de condicionamiento, independientemente

de si reciben o no la descarga eléctrica en las patas.

Prueba de Campo Abierto: Solo los animales pertenecientes al grupo de Contexto pre-habituado
después del estrés, Contexto novedoso después del estrés, Contexto pre-habituado sin estrés, y
Contexto novedoso sin estrés, fueron evaluados en el CA. EI CA consiste en una caja de 55 x 55 x 40
cm, recubierta con melamina negra y con la cara superior descubierta para la colocacion del animal
y la grabacion de las conductas. Los CA se iluminaron con luz blanca de entre 8-10 Iimenes. Las
conductas fueron grabadas desde la parte superior (1.4 m) mediante camaras digitales (GoPro, CA,
EEUU) para su posterior analisis. La prueba dio inicio al colocar al animal en el centro del aparato,
donde se le dejé explorar libremente durante 20 min. En esta prueba se evalué la locomocion de forma
automaética (Any Maze; Stoelting, IL, EEUU), mientras que la exploracién vertical y el AA se
evaluaron de forma manual (ver Analisis conductual del Auto-acicalamiento). A partir de esta prueba

se evaluo la habituacion de la locomocion y la exploracion vertical, asi como el AA.

Cage-test: Solo los animales del grupo (1) Contexto familiar después del estrés y (4) Contexto
familiar sin estrés fueron evaluados en esta prueba. Las jaulas utilizadas para su evaluacion fueron
las mismas en las que permanecieron de forma individual durante las ~24 h previas a la evaluacion
(plexiglas transparente; 38 x 19 x 22 cm). La prueba tuvo una duracion de 20 min. Se utilizd una
iluminacion de 8-10 lumenes de luz blanca dentro de la jaula. La actividad de los animales fue grabada
con camaras digitales (GoPro, CA, EEUU) desde un costado (~40 cm) para su posterior andlisis. Se

evaluaron las mismas conductas que las descritas para el CA.
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Dia de evaluacion

Grupos de

evaluacion
(n= 18 por grupo)

Condiciones de

5 Sesion de choques
pre-evaluacion

eléctricos
(n=9 por grupo)

Evaluacion
Duracién: 20 minutos

No estresados
CA CA
Estresados
CA No estresados
CA+CA ) . CA
Duracion: 30 minutos Estresados

Alojamiento individual

Duracién: 24 horas

Intervalo - 24 horas i 1 minuto )

Figura 2. Disefio experimental y distribucién de los grupos. Los animales fueron divididos en tres
grupos: (1) aquellos evaluados por una Unica vez en un campo CA, (2) aguellos evaluados en un CA
tras una experiencia previa (30 minutos) en esa prueba 24 h antes (CA+CA), y (3) aquellos evaluados
en una jaula individual (JI) después de haber sido alojados durante 24 h en esa misma jaula. La mitad
de los animales en cada uno de los grupos fue expuesta a tres choques eléctricos antes de la

evaluacion.

Andlisis conductual: La evaluacion de la locomocidn se realizé de forma automatica mediante el
programa especializado Any Maze (Stoelting, IL, EEUU). El anélisis de la conducta de exploracion
vertical se realizé de forma manual. Para ello, se consider6 como exploracion vertical toda conducta
en la que el animal tom6 una postura bipeda con el torso en posicion >45°. Se contabilizé dicha
conducta tanto si el animal la ejecut6 apoyado contra las paredes del aparato o bien, si lo hizo de
forma libre. La conducta de AA fue analizada en detalle a partir del protocolo descrito por Rojas-
Carvajal, Sequeira-Cordero & Brenes (2020). A continuacion, se describe brevemente el método de

analisis.

Auto-acicalamiento: Para ambas pruebas se utilizaron los siguientes parametros de evaluacion. EI AA
consistid en toda aquella conducta en la que el animal se lamiera cualquier parte de su cuerpo, asi
como los casos en los que utilizara cualquiera de sus extremidades para rascarse y luego lamerse la

pata con la que se rascé. Cuando el animal se rasco, pero sin lamerse la pata, esto fue considerado
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como una conducta de rascado. Basado en estos parametros, el AA se clasifico de la siguiente forma
(Figura 3):

o Cefélico (1.1-1.3): EIl animal se frota y chupa sus patas delanteras, y luego las utiliza para

limpiarse el morro, la cabeza y las orejas. Eventos de micro AA en los que el animal se frota
rapidamente sus patas delanteras se incluyen dentro de esta categoria.

e Cefalico con variaciones (3.1-3.2): Incluye lo observado en el AA cefalico en conjunto con alguna

de las siguientes variantes: (1) Se rasca la cabeza con las patas traseras y se las chupa; (2) se rasca
la cabeza con las patas traseras y no se las chupa.

e Caudal (2.1; 2.2): Corresponde al lamido de alguna parte del torso, incluyendo el lomo, el pecho,

el abdomen, los costados, el ano, los genitales, la cola y los muslos traseros.

e Caudal con variaciones (4.1-4.2): Incluye lo observado en el AA caudal en conjunto con alguna

de las siguientes variantes: (1) se rasca el cuerpo con las patas traseras y se las chupa; (2) se rasca
el cuerpo con las patas traseras y no se las chupa.

e Secuencial (1.1-2.2): Constituye un evento de AA donde exista una transicién entre un evento

cefélico y un evento caudal.

e Secuencial con variaciones (1.1-4.2): Incluye eventos de AA cefalico con o sin variaciones en

donde se rasque el cuerpo con las patas traseras, ya sea que las chupe o no.

e Rascado (3.1; 4.1): El animal se rasca la cabeza y/o el cuerpo de forma aislada y sin chuparse la

pata con que se rascO. Al ser considerado como rascado y no como AA, no se incluy6 en el

analisis.

Dicho sistema de clasificacion permite identificar los cambios en la sintaxis del AA. Los componentes
cefélicos de esta conducta han sido relacionados principalmente con las respuestas defensivas,
mientras que los eventos caudales se han relacionado con procesos de de-arousal emocional (Brenes,
Padilla & Fornaguera, 2009; Rojas-Carvajal, Sequeira-Cordero & Brenes, 2020). Por ello, se prestd
especial atencion a dichos subtipos de AA. En virtud de lo anterior, y dado que el grado de flexibilidad
en el despliegue de estos patrones motores complejos se ha vinculado con distintas habilidades de
regulacién emocional (Kalueff et al., 2016), la utilizacion de métodos de clasificacion conductual con
alto nivel de detalle ofrece un importante medio para entender el involucramiento de los distintos

subcomponentes del AA en los constructos tedricos a los que se les asocia.



18

(A) (B)

Auto- Auto-acicalamiento cefélico

Lidf e acicalamiento
" cefélico
] Auto-
acicalamiento
21 22 secuencial
(-2

Auto-
=¥ acicalamiento

caudal _ Auto-
@ acicalamiento

secuencial con
variaciones
(14)

Auto-acicalamiento secuencial
34 32

>, f ! 'f’\ 1 Auto-acicalamiento
A N P, cefilico con
/ variaciones

6]

Arousal negativo

Auto-acicalamiento
secuencial con
variaciones

41 42
Auto-acicalamiento
\ i é\ 1 caudal con
e variaciones

L]

v

Habituacion a la novedad

Figura 3. Andlisis detallado del auto-acicalamiento (A) y su posible relacion con el de-arousal
emocional durante la habituacion a la novedad (B). Las secuencias dirigidas a la cabeza (A1.1-3) son
emitidas durante las fases iniciales de exploracién. Gradualmente, tanto las secuencias cefélicas como
caudales (Al-2) se complejizan producto de la incorporacién de las patas traseras dentro de dichas
secuencias motoras (A3-4). ElI AA secuencial (A1-2) consiste en secuencias cefalicas y caudales
encadenadas. Por lo tanto, el AA secuencial, asi como aquellas secuencias que incluyen variaciones
(A1-4), comienzan a emerger durante las fases mas tardias del proceso de exploracién y conforme el
proceso de habituacion toma lugar (B). Dado que el AA es una conducta autodirigida, esta debe
cumplir un propésito diferente al de la exploracién y la recopilacién de informacion sobre posibles
fuentes de amenaza. Esta funcion parece ser tan esencial para las ratas que el AA es emitido a pesar
de que compite con la emisidn de conductas de EER durante situacion de estrés. Por tanto, se propone
gue el AA forma parte de un sistema de inhibicion de la activacion emocional negativa que facilita la
transicion desde estados emocionales defensivos hacia estados emocionales no defensivos (Brenes et
al., 2009; Rojas-Carvajal et al., 2018; Spruijt et al., 1992; Rojas-Carvajal & Brenes, 2020; Rojas-
Carvajal, Sequeira-Cordero & Brenes, 2020). Notas: Las barras de colores debajo de los subtipos de

AA en A corresponden con el curso hipotético que siguen en B.

Andlisis de las Vocalizaciones Ultrasonicas (VUS): Las VUS fueron monitoreadas mediante
microfonos condensadores UltraSoundGate (CM16; Avisoft Bioacoustics, Berlin, Germany) y
grabadas con el software Avisoft Recorder 2.7 (tasa de muestreo: 214, 285 Hz; formato: 16 bit). Se

obtuvieron espectrogramas de alta resolucién (resolucion de la frecuencia: 0.488 kHz, resolucion del
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tiempo: 0.512 ms) se obtuvieron mediante una transformacion réapida de Furier (512 FFT-longitud,
marco del 100%, ventana de Hamming, 75% de traslape de la ventana de tiempo) y mediante el
software Avisoft SASLabPro 5.2. En primer lugar, las VUS fueron detectadas automéaticamente
mediante la utilizacion de la funcion “rastreo de trinos” del Avisoft SASLabPro, ajustando la duracion
minima, el tiempo de espera y la amplitud de los picos. Las VUS emitidas en un rango de frecuencia
de los 19-32 kHz fueron categorizados como de 22-kHz, mientras que aquellas emitidas en el rango
de los 33-96 kHz fueron definidas como de 50-kHz (Brenes et al., 2016). Este dltimo tipo de VUS
también fue filtrado y seleccionado manualmente a partir de protocolos reportados previamente
(Brenes & Schwarting, 2015; Brenes et al., 2016). Ademas, las VUS de 50-kHz también fueron
analizadas segln su nivel de modulacién y clasificadas en los siguientes subtipos: (1) vocalizaciones
planas, (2) vocalizaciones planas y escalonadas, (3) trinos simples, y (4) trinos escalonados. Debido
a que la tasa de VUS fue muy variable entre animales, se seleccion6 el minuto con el mayor nimero

de llamadas por animal para realizar dicha clasificacion.

Andlisis de datos

Todos los andlisis se realizaron mediante el programa IBM SPSS v20 (IBM, EEUU). Se realiz6 un
analisis de varianza (ANOVA) de medidas repetidas para el andlisis minuto a minuto de la
locomocion, a frecuencia de exploraciéon vertical y la duracion total del AA evaluado en la
preexposicion al CA del grupo CA+CA, utilizando los Minuto como factor intra-sujeto (1-30). Los
primeros 20 minutos de esas variables se sumaron para luego ser comparadas con los puntajes
acumulados durante la sesion de evaluacion mediante un ANOVA mixto, con Estrés (estresados y no
estresados) como factor entre grupos, y CA (preexposicion al CA y CA de evaluacion) como factor
intra-grupo. La locomocién, exploracion vertical, AA y VUS medidas durante la evaluacion se
analizaron mediante ANOVAs factoriales mixtos, utilizando la Condicién de Evaluacién (CA,
CA+CA y JI) y Estrés (estresados y no estresados) como factores entre grupos. Debido a que alguna
evidencia en roedores sugiere que los animales escalan su nivel de actividad de acuerdo con el tamafio
de la prueba en la que se evalGan (Eilam, 2003; Eilam et al., 2003), se aplic6 una correccion a la
distancia acumulada por el grupo de JI mediante la multiplicacion de dicha distancia por la razén del
area del CA/JI ([area del CA (3025 m?) / &rea de la JI (825 m?) = 3.67] x distancia total acumulada
por los animales JI). A pesar de que no existe una solucién convencional para homogenizar las

diferencias en la actividad desplegada en pruebas con distintos tamafios, se implementd esta
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correccion con el objetivo de realizar una comparacion mas justa entre las condiciones de prueba. A
pesar de esto, tanto los datos originales como los corregidos son presentados en los gréaficos y analisis.
La duracion de la exploracion vertical fue excluida del anlisis debido a que los animales tendieron a
sostenerse de larejilla que cubria la JI, lo que causé una sobreestimacion de la duracion de la conducta
en esos animales. Ademas, se realizd un ANOVA de tres vias sobre los puntajes acumulados del AA,
utilizando las Condiciones de evaluacion, Estrés y los Subtipos de AA como factores entre grupos
(Tabla 1). Los puntajes acumulados de las variables fueron analizados mediante ANOVAs de dos
vias, utilizando las Condiciones de Evaluacion y Estrés como factores entre sujetos. Adicionalmente,
se computd la variable de AA complejo mediante la sumatoria de los puntajes de todas las variaciones
de AA cefélico, caudal y secuencial, y se analiz6 mediante un ANOVA de una via utilizando Estrés
como factor entre sujetos. Cuando fue requerido, se utiliz6 el ajuste de Bonferroni a las
comparaciones por pares. El tamafio del efecto fue estimado mediante el coeficiente de eta parcial
cuadrado (n?%). Finalmente, para estudiar la asociacién entre los pardmetros conductuales, se
realizaron analisis de correlacién de Pearson de una cola sobre los puntajes acumulados. Debido al
mal funcionamiento de las camaras, los datos de tres animales pertenecientes a distintos grupos se
perdieron parcialmente. Sin embargo, los puntajes acumulados de esos animales fueron calculados
de forma automaética mediante el método de Imputacion Multiple del IBM SPSS. Por dicha razon, se
observa una discordancia entre los grados de libertad entre los analisis correspondientes a los puntajes

acumulados y aquellos minutos por minuto. La significancia estadistica fue definida como P<0.05.

Hipotesis

Esta investigacion se orient6 a estudiar la relacion entre el AA y la habituacion, asi como a indagar
el impacto del estrés sobre el despliegue conductual en el CA. Originalmente, se propusieron las
siguientes hip6tesis: (H1) Las secuencias cortas dirigidas a la cabeza y las extremidades delanteras
aparecerian en conjunto con las conductas de EER, mientras que el incremento de las secuencias
complejas de AA corresponderia con la reduccién de las conductas de EER. Respecto a la influencia
del contexto sobre el despliegue conductual, se esperaba que (H2) el grado de habituacion o
familiaridad con el contexto facilitara la reduccion de las conductas de EER, asi como el incremento
de las secuencias complejas de AA. A partir de dicha hipo6tesis se desprendié que: (H3) Después de
un evento de estrés agudo, los animales evaluados en contextos familiares o a los que se les ha

habituado previamente, desplegarian niveles de EER menores que los de las ratas evaluadas en un
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contexto novedoso. Finalmente, (H4) los animales evaluados en ambientes en los que habia una
menor incertidumbre sobre una amenaza potencial mostrarian un incremento en las secuencias
complejas de AA. Posteriormente, se especificaron las siguientes hipotesis: (H3.1) que la induccion
de estrés generaria un incremento en las secuencias cortas dirigidas a la cabeza y (H3.2) que las
secuencias complejas de AA se verian inhibidas por el estrés. Dado que durante las pruebas
conductuales también se evalu6 la emision de VUS, se establecieron las siguientes hipdtesis: (H5)
que el estrés suprimiria la emision de vocalizaciones prosociales de 50-kHz y que (H6) favoreceria
las vocalizaciones de alarma de 22-kHz. Ademas, (H7) que la emision de vocalizaciones de 50-kHz
se veria potenciada en los ambientes méas familiares, mientras que (H8) las vocalizaciones de 22-kHz

se veria incrementadas en los ambientes menos familiares.
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Desarrollo

Analisis de resultados

1. La habituacién de las conductas de EER observada a lo largo de la preexposicion al CA no

produjo una habituacién entre las pruebas en los animales CA+CA
Durante la preexposicion al CA, los animales CA+CA mostraron una reduccion progresiva de la
locomocién (Minutos: F(29, 493)=25.78, P<.001, n% =.60) y la frecuencia de exploracion vertical
(Minutos: F(29, 493)=8.24, P<.001, n%=.33) a lo largo de los minutos de evaluacién, lo que muestra
la ocurrencia de la habituacion a lo largo de la prueba (Figura 4A, 4C). Por el contrario, el AA total
incrementd a lo largo de los minutos, mostrando un patrén irregular caracterizado por tres picos de
mayor actividad, de los cuales el primero fue el mas prolongado con un crecimiento gradual del
minuto 1 al 12 (Minutos: F(29,493)=2.35, P<.05, n? =.12) (Figura 4E). También se analizo6 la
habituacidn entre las evaluaciones comparando los primeros 20 min de la preexposicion al CA con
los puntajes acumulados durante el CA de evaluacién, sin que se observara ninguna diferencia
significativa (Figura 4B, 4D, 4F).
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Figura 4. Cinética y niveles acumulados de la locomocion (A-B), la frecuencia de exploracion
vertical (C-D) y la duracion total del acicalamiento durante la preexposicion al CA. Los datos
mostrados en los gréficos insertos corresponden con la sumatoria de los primeros 20 min de
evaluacion. Las lineas grises muestran los puntajes conjuntos de ambos grupos CA+CA durante la
preexposicion al CA. Las lineas azules y rojas muestran la comparacion entre los puntajes acumulados
durante la preexposicion al CA 'y la evaluacion en el CA tanto en los animales no estresados como en

los estresados, respectivamente.
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2. El estrés no afecté la habituacion de la locomocién y la exploracion vertical

La distancia recorrida y la frecuencia de exploracion vertical no se vieron afectadas por la induccién
de estrés. Se encontrd que la locomocién (Minutos: F(11.10,477.49)=32.29, P<.001, n%=.43) y la
exploracion vertical (Minutos: F(11.12,489.45)=14.85, P<.001, n%=.20) disminuyeron a lo largo de
los minutos, siendo este cambio dependiente de las condiciones de evaluacion y respecto a las
pendientes de decaimiento (Minutos*Contexto de evaluacion para la locomocion: F(22.21,
477.49)=2.75, P<.001, n%=.11; Minutos*Contexto de evaluacién para la exploracién vertical:
F(22.24,489.45)=20.05, P<.01; n% =.08). Los grupos de CA (Figura 5A) y CA+CA (Figura 5B)
redujeron progresivamente la locomocion del minuto 1 al 10 (Bonferroni: P<.05), sin mostrar
cambios significativos a partir de entonces. Por otro lado, los animales de JI mostraron una Unica
reduccidn del minuto 1 al 4 (Bonferroni: P<.01). De hecho, al comparar la actividad locomotora entre
las pruebas, el grupo de JI mostrdé una mayor distancia por minuto que los otros grupos
(F(2,45)=123.83, P<.001, n%=.85; Bonferroni: P<.001) (Figura 5C). Debido a que el tamafio de la
prueba pudo afectar qué tanta distancia se desplazaron los animales (Eilam, 2003; Eilam et al., 2003),
se corrigieron las distancias acumuladas mediante su ajuste respecto al area de los aparatos. Lo
anterior, con el fin de evitar un reporte inexacto de las diferencias entre grupos. Después de esta
correccion, no se observaron diferencias significativas entre los grupos (Figure 5D) y la distancia fue
ahora descriptivamente superior en el grupo de JI. En el caso de la exploracion vertical, los grupos de
CA y de CA+CA mostraron niveles similares de esta conducta, con excepcién de los animales no
estresados del grupo CA durante los primeros 5 min. El grupo de JI mostr6 una reduccion levemente
mas pronunciada, sin embargo, la frecuencia de exploracion vertical no difiri6 entre las condiciones
de evaluacion. En general, la pre-habituaciéon y la familiaridad con el contexto de evaluacién no

afectaron significativamente los parametros tradicionales evaluados en el CA.
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Figura 5. Cinética de la locomocion (A-C) y la exploracién vertical (E-G). Distancia total recorrida
(D) y frecuencia total de la exploracion vertical (H) desplegada durante las evaluaciones. CA:
Animales evaluados una Gnica vez en el campo abierto. CA+CA: animales evaluados en dos campos
abiertos separados por 24h. JI: Animales evaluados una Unica vez en una jaula de alojamiento
individual rellena de material de cama. Las barras insertas dentro de la columna de JI en D muestran
la distancia total recorrida. Las lineas horizontales indican un efecto principal de las condiciones de

evaluacion para los puntajes de locomocion no corregidos. *** P<.001.

3. Elestrés redujo el tiempo total de AA pero incrementé el AA cefélico

La frecuencia (Estrés: F(1,45)=5.96, P<.05, n%=.12) y duraciéon (Estrés: F(1,45)=5.89, P<.05,
n%=.12) del AA total mostraron una leve reduccion como consecuencia del estrés
independientemente de las condiciones de evaluacion (Figura 6). El analisis minuto a minuto revel6
que la frecuencia (Minutos: F(10.05, 442.38)=3.50, P<.001, n%=.07) y duracién (Minutos: F(8.73,
392.91)=4.17, P<.001, n%=.08) del AA mostré un patrén irregular en el que se observa un leve

incremento a lo largo de la prueba. Un ANOVA de tres vias mostré que los subtipos de AA se
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distribuyeron diferencialmente en los grupos (Subtipos: F(5,270)=7.11, P<.001, n%=.12). Un analisis
detallado reveld que en las ratas estresadas, el AA cefalico fue mas frecuente que los otros subtipos
de AA (Subtipos*Estrés: F(5,270)=2.52, P<.05, n? =.04), mientras que en las ratas no estresadas, la
frecuencia de AA estuvo distribuida de forma mas homogénea entre los subtipos (Figura 7). Ni el
estrés ni las condiciones de evaluacion afectaron la emision de las secuencias tipicas de AA (cefélico,
caudal y secuencial) (Figura 7A). Sin embargo, el estrés si indujo una reduccion en la frecuencia de
las secuencias mas complejas de AA (F(1, 45)=10.42, P<.01, n%=.19) (Figura 7B), sin que esto
afectara la duracion de las conductas (Figura 7C, 7D).
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Figura 6. Cinética conductual de la frecuencia (A-C) y duracion (E-G) del AA total. Frecuencia (D)
y duracion (H) acumulada del AA. CA: Animales evaluados una Unica vez en el campo abierto.
CA+CA: animales evaluados en dos campos abiertos separados por 24h. JI: Animales evaluados una
Unica vez en una jaula de alojamiento individual rellena de material de cama. Las lineas horizontales
indican el efecto principal de Estrés. *P<.05.



26
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Figura 7. Distribucion del AA por subtipos. Los graficos de pastel en el panel izquierdo muestran la
distribucion de los subtipos de AA en los animales estresados y no estresados. Las secciones
desprendidas de estos graficos muestran el subtipo significativamente mas frecuente (P<.05). Los
gréaficos de barras en el panel derecho (A-D) muestran la distribucion acumulada del AA con vy sin
variaciones. CA: Animales evaluados una Unica vez en el campo abierto. CA+CA: animales
evaluados en dos campos abiertos separados por 24h. JI: Animales evaluados una Unica vez en una
jaula de alojamiento individual rellena de material de cama. Cef: Cefalico. Cef.var: Cefélico con
variaciones. Caud: Caudal. Cuad.var: Caudal con variaciones. Sec: Secuencial. Sec.var: Secuencial

con variaciones. La linea horizontal muestra el efecto principal de Estrés. **P<.01.

4. El estrés incrementa la emision de VUS de 22-kHz y reduce la emision de las de 50-kHz en
todas las condiciones experimentales
El estrés produjo un incremento significativo de las llamadas de 22-kHz (Estrés: F(1,49)=6.47,
P<.05, n%=.12), especialmente durante los primeros 5 minutos de evaluacién (Minuto*Estrés: F(1.4,
67.42)=5.09, P<.05; n%>=.10). Sin embargo, las condiciones de evaluacién no afectaron la emisién de
VUS 22-kHz. Ademés, el estrés suprimié la emision de VUS de 50-kHz en los animales CA y
CA+CA, reduciendo ademés la tasa de vocalizaciones en los animales evaluados en la JI (Estrés:
F(1,50)=6.917, P<0.01, n%,=0.122) (Figura 8). En consecuencia, la tasa de VUS de 50-kHz cambi6
significativamente a lo largo de los minutos (Minutos: F(2.093,69.081)= 3.513, P<0.03, n%,=0.096),
especialmente en las ratas no estresadas (Minutos*Estrés: F(2.766,143.836)= 4.557, P<0.01,
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n2,=0.08). Cuando se compararon los contextos de evaluacion, la JI indujo la mayor tasa de VUS de
50-kHz (Contexto de evaluacion: F(1,52)= 23.897, P <0.001, n%,=0.31), especialmente durante los
dos primeros minutos de evaluacién (Minutos*Contexto de evaluacion: F(2.766,143.836)= 20.294,
P<0.001, n%=0.28) y en los animales no estresados (Minutos*Contexto de evaluacion*Estrés:
F(2.766,143.836)= 2.995, P <0.05, %,=0.05). Al analizar los subtipos de las VUS se observé una
diferenciacion entre ellos, con las vocalizaciones planas siendo emitidas en una mayor tasa, seguidas
de las llamadas escalonadas, los trinos escalonados y los trinos simples, en ese orden (61.45%+3.15%,
18.79%+1.70%, 15.75%+1.36%, 4.011%+1.85%). De forma descriptiva, el estrés redujo el
porcentaje de los subtipos con frecuencia modulada (escalonadas, los trinos escalonados y los trinos
simples), siendo esta reduccion aun mayor en los animales evaluados en la JI que en los CAy CA+CA

(Tabla 2). No se observaron otros efectos principales ni interacciones producto de los tratamientos.

5. El estrés modificd la asociacién entre los pardmetros conductuales

En los animales no estresados, los puntajes acumulados de locomocién y exploracion vertical
mostraron una correlacion positiva uno con el otro (r=.56, P<.001), pero una correlacion negativa
con el AA secuencial con variaciones (locomocion: r=-.28, P=.07; exploracién vertical: r=-.46,
P<.01). Por otro lado, los puntajes totales de VUS de 50-kHz se asociaron negativamente con la
locomocion (r=-.43, P<.05) pero positivamente con el AA cefélico con variaciones (r=.50, P<.01).
En los animales estresados, la locomocion (r=-.39, P<.05) y la exploracién vertical (r=-.36, P<.05)
mostraron una correlacion negativa con el AA secuencial. El puntaje acumulado de VUS de 22-kHz
se asocid positivamente con la exploracion vertical (r=.33, P<.05) pero negativamente con el AA
cefalico (r=-.49, P<.01). En contraste, las VUS de 50-kHz se asociaron negativamente con la
locomocion (r=-.56, P<.001), asi como con la frecuencia (r=-.34, P<.05) y duracién (r=-.43, P<.05)
del AA cefalico. Sin embargo, mostraron una correlacion positiva con el AA cefalico con variaciones

(r=.59, P<.01) y con el AA secuencial con variaciones (r=.35, P<.05).
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Figura 8. Cinética de las VUS durante las evaluaciones conductuales. Llamadas de 22-kHz (A-D).
Llamadas de 50-kHz (E-H). CA: Animales evaluados una Unica vez en el campo abierto. CA+CA:
animales evaluados en dos campos abiertos separados por 24h. JI: Animales evaluados una Gnica vez
en una jaula de alojamiento individual rellena de material de cama. Las lineas horizontales indican

un efecto principal de Estrés: **P<.01. Los animales JI difirieron de los otros grupos, ++P<.01.
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Discusion de los resultados

El presente trabajo tuvo como objetivo estudiar los efectos conjuntos e independientes del estrés
agudo y la habituacion a la novedad sobre la conducta de AA. Mediante el andlisis de la cinética de
la locomocion y la exploracion vertical, se encontrd que el estrés no afecto el proceso de habituacion
a la novedad, lo cual fue contrario a nuestras expectativas iniciales fundamentadas en la evidencia
previa (Blanchard, 2018; Blanchard & Blanchard, 2008; Fusezi et al., 2016). Tradicionalmente, se
espera que los estresores moderados incrementen la locomocion y exploracion vertical, mientras que
estresores mas intensos generen una inhibicién conductual mediante el incremento de la postura de
congelamiento (Blanchard, 2018; Blanchard & Blanchard, 2008). Por tanto, nuestros resultados
indican que la aplicacion de tres choques eléctricos (0.8 mA) de 1s espaciados por 5s fueron
insuficientes ya fuera para incrementar o disminuir la EER cuando la evaluacién ocurrié un minuto
después de la induccion de estrés. Alternativamente, la locomocién y la exploracion vertical podrian
no ser los mejores parametros para capturar tal efecto, ya que dicha induccion de estrés fue suficiente
para generar llamadas de alarma (22-kHz), lo cual se encuentra inequivocamente relacionado con un
estado emocional negativo (Burgdorf et al., 2008; Knutson et al., 2002; Taylor et al., 2017). Solo en
las ratas estresadas, las VUS de 22-kHz mostraron una asociacion positiva con la exploracion vertical.
Debido a que ese tipo de VUS suele emitirse de forma concomitante con la adopcién de una postura
de congelamiento (Borta et al., 2006; Burgdorf et al., 2008; Knutson et al., 2002), el estrés podria
haber inducido en algunos animales una alternancia entre la emision de la postura de congelamiento
y de EER, lo cual indica un alto nivel de alarmay defensividad. Ademas, el estrés inhibi6 las Ilamadas
espontaneas de 50-kHz en todas las condiciones de evaluacidon, pero en un menor grado en la JI. Tal
como se ha reportado previamente (Natusch & Schwarting, 2010; Brenes et al., 2016), contextos
pequefios y familiares, especialmente aquellos que incluyen material de cama, tienen la capacidad de
incrementar las llamadas planas de 50-kHz en comparaciéon con ambientes mas grandes, menos
familiares y sin material de cama (ej., CA). Este subtipo de VUS aparece tanto cuando los animales
son separados de sus conspecificos como cuando exploran un ambiente nuevo, por lo que desempefian
un rol importante favoreciendo el mantenimiento o restablecimiento del contacto social, y ayudando
a reducir la posibilidad de agresion intraespecifica (Natusch & Schwarting, 2010; Whor et al., 2008;
Brenes et al., 2016). Por tanto, la evidencia obtenida de las VUS indica que los choques eléctricos
fueron efectivos en la induccion de estrés, sin embargo, dicho estado emocional negativo no pudo ser

detectado mediante el analisis de pardmetros tradicionales de EER. Otros estudios también han
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reportado que la preexposicion aguda a distintos tipos de estresores intensos (ej., luz brillante con
ruido, olores naturales o artificiales de depredadores, una sesion de nado forzado o la administracion
de corticosterona) no afectaban de forma inmediata la locomocion y EER en respuesta a la exposicion
aun CA, la prueba conocida como “hole-board” y al laberinto elevado en cruz (Roth & Katz, 1979;
Katz et al., 1981; Hacquemand et al., 2013; Shi et al., 2010; Zangrossi & File, 1992; Mikics et al.,
2005), lo que sugiere que el estrés inducido por estas pruebas de ansiedad incondicionada podrian
haberse superpuesto con el arousal inducido por la preexposicion al estrés. De forma alternativa,
podria considerarse también que un intervalo de 1min entre el estresor y la evaluacion podria ser muy
corto como para generar cambios fisiol6gicos y hormonales que pudieran afectar la conducta. Cuando
se administraron diferentes estresores 30, 60 o 150min antes de la evaluacion en un CA se observé
una disminucion en la locomocion (Quartermain et al., 1995; Rasheed et al., 2010; Nosek et al., 2008),
pero no se observaron cambios en dicha conducta cuando el estresor fue administrado 48 horas antes
de la prueba (Mercier et al., 2003).

Por otro lado, es bien conocido que las ratas criadas en ambientes de aislamiento social muestran una
gran cantidad de alteraciones conductuales (Brenes et al., 2006; Brenes et al., 2008, Brenes et al.,
2009; Brenes & Fornaguera, 2009), sin embargo, periodos cortos de aislamiento que van desde un
dia y hasta las cuatro semanas no han mostrado tener un efecto sobre el AA (Brenes et al., 2008;
Brenes et al., 2009). En el caso de las VUS, se espera un fendmeno opuesto: la tasa de VUS de 50-
kHz inducida por la separacion momentanea entre conspecificos o por el juego intra- o hetero-
especifico incrementa tras 24 h de aislamiento social (Brudzynski, & Pniak, 2002; Schwarting et al.,
2007; Burgdorf et al., 2008; Whor et al., 2008; Natusch & Schwarting, 2010). Cuando se evalla a
ratas en un CA o en un JI con material de cama tras haber sido separadas de sus compafieros de jaula,
la tasa de VUS de 22-kHz es cercana a cero (Whor et al., 2008; Natusch & Schwarting, 2010; Brenes
et al., 2016), lo que indica que periodos cortos de aislamiento no inducen altos niveles de estrés y
defensividad en ratas evaluadas en dichos contextos. Por tanto, es muy poco probable que los efectos
del estrés y las condiciones de evaluacion sobre la conducta en el CA 'y en las VUS observados en

este experimento puedan ser atribuidos al aislamiento social.

Las condiciones de evaluacion tampoco produjeron un efecto detectable sobre la EER. El contexto
de la JI evoc6 una menor locomocion en comparacion con las evaluaciones en el CA, pero después
de la correccion, dichas diferencias desaparecieron. En el caso de la exploracién vertical, su

frecuencia fue bastante similar entre las condiciones de evaluacién, a pesar de que se esperaba
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observar una menor frecuencia de esta conducta en la JI debido a la mayor familiaridad con este
contexto (Fuzesi et al., 2016). La alta frecuencia de exploraciéon vertical observada en los animales JI
podria ser consecuencia de que, dado que la jaula de evaluacion era baja, los animales tenian la
capacidad de alcanzar la rejilla superior, lo que podria haber incrementado todo tipo de actividad
vertical incluyendo la exploracion vertical. La preexposicion al CA no redujo la locomocion y la
exploracion vertical, tal y como inicialmente se esperaba a partir de nuestra evidencia previa (Rojas-
Carvajal et al., 2018). Podria argumentarse que la sola exposicién a la camara de choques y las pistas
olfatorias dejadas ahi por las otras ratas podrian haber alterado la EER durante la evaluacion posterior,
minimizando el efecto de los choques eléctricos sobre la habituacion conductual. Aunque no se puede
descartar que la sola exposicion a la cAmara de choques podria haber generado alguna forma de estrés,
tal efecto deberia cancelarse puesto que tanto los animales estresados como los no estresados tuvieron
dicha experiencia previa. La mayoria de los experimentos de condicionamiento al miedo, respuesta
de sobresalto o de contextos para la evaluacion del estrés incluyen animales control que solo han sido
expuestos a la cdmara de choque, sin que esta aproximacion metodoldgica haya constituido alguna
limitacién para identificar los efectos del estrés inducido por choques eléctricos (Borta et al., 2006;
Fitri & Liem, 2018).

Por otro lado, la evidencia sobre la induccidn social de estrés mediante pistas olfatorias dejadas por
conspecificos (Mackay-Sim & Laing, 1981; Stevens & Koster, 1972) proviene de experimentos en
donde los “donantes de olor” permanecen dentro del contexto de evaluacion por periodos prolongados
(>5min), los aparatos no se limpian tras haber removido a la rata “donadora de olor”, los sujetos
experimentales son expuestos directamente a un aparato que contiene orina, heces y residuos frescos
de cabello, y en los que la evaluacion conductual ocurre en la presencia de las pistas olfatorias
(Arakawa et al., 2011; Mackay-Sim & Laing, 1980; Rodgers & Cole, 1993). En este experimento,
por el contrario, los animales estresados recibieron solo tres choques eléctricos en un lapso de 13
segundos Yy tanto los animales estresados y no estresados fueron expuestos a la camara de choques
durante 3 min. Ademas, la camara de choque fue profundamente limpiada con etanol al 70% entre
los distintos sujetos, los animales nunca fueron expuestos a residuos frescos dejados por sus
conspecificos, los animales fueron evaluados en aparatos distintos tras haber sido removidos de la
camara de choque, y los choques eléctricos, pero no la exposicion a la camara por si misma, fueron
capaces de inducir VUS de 22-kHz, las cuales son indicadores innegables de un estado emocional
negativo inducido por estrés. La evidencia recolectada sugiere entonces que el hecho de haber sido

confinados a un espacio pequefio, poco iluminado y desconocido un minuto antes de ser evaluados,
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provocd en todos los animales una suerte de habituacion a corto plazo durante la subsecuente
evaluacion conductual, independientemente del grado de familiaridad de los animales con su contexto
de evaluacion. Una prueba de ese efecto es que animales sin previa manipulacion evaluados por
primera vez en el mismo CA mostraron durante el primer minuto de prueba cerca de 7 m de
desplazamiento horizontal, asi como 10 eventos de exploracion vertical (Rojas-Carvajal et al., 2018).
En el presente experimento, en contraste, las ratas deambularon 4 m y emitieron 7 eventos de
exploracion vertical durante el mismo periodo de tiempo, lo cual corresponde con una reduccién de
43% y 30%, respectivamente. De hecho, se confirmd dicha presuncion a partir de un experimento
reciente en el que se incluy6 un grupo de animales no expuestos a la camara de choque (datos no
publicados). En dicho experimento, los animales sin previa manipulacion mostraron niveles
incrementados de locomocién y exploracion vertical en comparacion con ratas no estresadas
expuestas a la cAmara de choques antes de la evaluacion en un CA. Por tanto, una preexposicién a un
contexto inductor de estrés moderado como lo es una camara de choques produce un efecto de

habituacidon en lugar de incrementar las conductas defensivas.

De forma consistente con nuestras expectativas, la preexposicion a un evento de estrés agudo redujo
la frecuencia y duracion total del AA. Sin embargo, las secuencias cortas dirigidas hacia la cabeza y
las manos (AA cefalico) mostré un incremento producto del estrés, mientras que las secuencias mas
complejas de esta conducta mostraron una reduccion, en concordancia con la evidencia previa
(Brenes, et al., 2009; Rojas-Carvajal et al., 2018; Kalueff & Tuohimaa, 2005). Esta evidencia indica
que los subtipos de AA responden de forma diferencial al estrés, el cual produce un cambio en la
distribucion y sintaxis de las secuencias motoras hacia el AA cefalico a expensas de las formas méas
largas y complejas de esta conducta (Brenes et al., 2006; Brenes et al., 2009; Rojas-Carvajal et al.,
2018; Rojas-Carvajal et al., 2016). En el CA, asi como en otras pruebas de ansiedad incondicionada,
este tipo de AA aparece durante los primeros minutos de evaluacién cuando el estrés es mas elevado
(Rojas-Carvajal et al., 2018; Veloso et al., 2016). Por tanto, muchos estudios que reportan un
incremento en el AA total producto del estrés, podrian estar capturando principalmente este
incremento inicial de AA cefalico, especialmente cuando las evaluaciones conductuales son cortas
(~5 min) (Kalueff & Tuohimaa, 2004; Kalueff & Tuohimaa, 2005; Roth & Katz, 1979; Katz & Roth,
1979; van Erp et al., 1994; D’Aquila et al., 2000). De hecho, otros investigadores han sugerido que
el AA “rostral” esta relacionado con la fase inicial de la respuesta de estrés, mientras que el AA del
cuerpo o “caudal”, por el contrario, no tendria una connotacion defensiva asociada con esa respuesta

inicial (Kalueff & Tuohimaa, 2005; Veloso et al., 2016). Sin embargo, pocos estudios han estudiado
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de forma particular si esos subtipos pudieran estar relacionados con etapas especificas de la respuesta
de estrés (Estanislau et al., 2019; Veloso et al., 2016). De manera funcional, el AA cefalico podria
comportarse como un patron de accién modal evocado con el objetivo de mantener los 6rganos
sensoriales libres de obstrucciones y suciedad. En consecuencia, estas secuencias podrian ocurrir
cuando los animales se encuentran altamente involucrados en conductas exploratorias, es decir,
durante los primeros minutos de evaluacion. En el CA, se ha reportado que el estrés cronico (30 dias)
en la forma de aislamiento social también incrementa el AA cefélico, con las ratas aisladas invirtiendo
cerca del 80% de su tiempo de AA en este subtipo especifico. Estos animales también invierten una
gran cantidad de tiempo escaneando el entorno con sus vibrisas, un comportamiento que correlaciona
de forma positiva con el AA cefalico en un 80% (Brenes et al., 2009). De forma alternativa, el estrés
podria provocar que la EER tomara preponderancia sobre otras respuestas conductuales, irrumpiendo
el encadenamiento de las secuencias cortas de AA con aquellas mas complejas, un fenémeno
tipicamente observado bajo condiciones de poco estrés. Por tanto, eventos rapidos dirigidos hacia la
cabezay las manos podrian volverse altamente estereotipados bajo estrés. De hecho, distintas especies
incluyendo a los humanos muestran AA excesivo hacia estas partes del cuerpo en distintas patologias
relacionadas con el estrés (Kalueff et al., 2016). En depredadores criados en cautiverio, conductas
estereotipadas como el bamboleo y la marcha recurrente incrementan presumiblemente como una
estrategia de afrontamiento respecto al ambiente empobrecido en el que viven (Mason, 2006). En las
ratas estresadas, se encontrd una asociacion negativa entre el AA cefélico y las VUS de 50-kHz y una
asociacion positiva entre las VUS de 50-kHZ y formas méas complejas de AA (cefélico con
variaciones y secuencial con variaciones), lo que sugiere que estos subtipos de AA ocurren bajo

estados emocionales opuestos.

Los subtipos de AA complejos (ej., secuencial con variaciones) requieren que el animal se
desenganche de la emision de respuestas exploratorias y defensivas, por lo que incrementan hacia el
final del periodo de la evaluacion una vez que la habituacidn ha ocurrido (Brenes et al., 2006; Brenes
et al., 2009; Rojas-Carvajal et al., 2018; Sampedro-Piquero et al., 2018; Veloso et al., 2016). La
aparicion de estos subtipos de AA ha sido interpretada como una reaccion post-estrés que forma parte,
o bien, que contribuye con el afrontamiento de la situacion adversa a la que el animal se enfrenta
durante la prueba (Brenes et al., 2006; Brenes et al., 2009; Rojas-Carvajal et al., 2018; ver también a
Kuriharaetal., 2019). Por tanto, los mecanismos que controlan el AA deberian estar integrados dentro
de un sistema capaz de favorecer la reduccion de la activacion emocional (arousal) durante y después

del estrés. De hecho, la induccién artificial de AA mediante la estimulacion de estructuras cerebrales
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relacionadas con el estrés (ej., nucleo paraventricular del talamo y la amigdala) reducen la locomocion
y la exploracion vertical (Flzesi et al., 2016) al igual que otras respuestas defensivas como el ataque
a conspecificos en un paradigma de residente-intruso (Hong et al., 2014). Es posible que incluso altos
niveles de AA cefélico los cuales coocurren con la EER estén contribuyendo con el de-arousal
emocional. Por tanto, mientras los animales reconocen que el contexto en el que se les evalla es
seguro, aparecen secuencias cada vez mas completas de AA las cuales facilitan la transicion de un
estado emocional defensivo a uno no defensivo. Considerando que el AA es una conducta
autodirigida que no se encuentra asociada con el afrontamiento activo de una fuente de amenaza o
peligro, su funcién debe estar inequivocamente relacionada con la normalizacion de procesos

fisioldgicos y emocionales en curso asociados con la respuesta de estrés.
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Conclusiones: Reflexion a la luz de las Ciencias Cognoscitivas

El presente proyecto se enmarca tedrica y metodoldgicamente tanto en el campo de las Neurociencias
del Comportamiento como en el de la Psicologia Comparada. La evidencia derivada del trabajo de
ambas disciplinas ha permitido el fortalecimiento y consolidacion de distintas lineas de trabajo dentro
de las Ciencias Cognitivas, por lo que se les considera como pilares fundamentales para su desarrollo
(Miller, 2003). Uno de los aspectos méas importantes para las Ciencias Cognitivas es el estudio del
procesamiento de la informacion (Cromwell & Panksep, 2011). Es decir, de la manera en la que los
organismos transforman, integran y utilizan la informacion que poseen sobre si mismos y su entorno.
Una de esas formas de procesamiento es el aprendizaje no asociativo, considerado como una de las
capacidades mas béasicas y ampliamente distribuidas en los seres vivos (Carew, Pinsker & Kandel,
1972; Groves & Thompson, 1970; Poon & Young, 2006; Purves et al., 2008). De hecho, se ha descrito
que, en seres humanos, la capacidad de habituacion se encuentra relacionada con la regulacion de
tareas de aprendizaje operante (reforzamiento por contingencias en tareas dirigidas hacia objetivos;
McSweeney & Murphy, 2009), asi como con procesos de extincion dentro de tareas de
condicionamiento clasico (apareo de un estimulo con una respuesta) (Furlong, Richardson &
McNally, 2016). Evidencia neurobioldgica también vincula a la capacidad de habituacion con la
memoria de trabajo (Sanderson et al, 2010; Sanderson et al., 2016), esta Ultima considerada como una
de las habilidades cognitivas mas complejas. En este sentido, las caracteristicas evolutivamente bien
conservadas de la habituacion le brindan un alto valor traslacional (Ranking et al., 2009), a la vez que
le confieren un alto interés de estudio debido a sus posibles vinculaciones con otras funciones
cognitivas superiores. Ademas, existe evidencia que sefiala una posible asociacion entre déficits de
memoria no asociativa (habituacion) y distintos trastornos psicolégicos (Guiraurd et al., 2011;
Jansiewicz, Newschaffer, Denckla & Mostofsky, 2004; Kohl et a., 2014; Massa & O’Doskey, 2011;
Olatunii et al., 2009; Swartz et al., 2013; Zhuang et a., 2001), razdn por la que su estudio dentro del

contexto de la Maestria en Ciencias Cognoscitivas fue tanto pertinente como relevante.

Ademés de la relevancia del estudio de la habituacion en el contexto de este proyecto, el analisis de
mecanismos de regulacion emocional de caracter autodirigido como lo es el caso del AA plantea otra
area de gran relevancia para esta Maestria. Lo anterior, en virtud de la evidencia e hipotesis respecto
al papel del AA en la regulacion emocional en seres humanos. A partir de distintos estudios

enmarcados en lo que se denomina cognicion corporizada se ha descrito que tanto el lavarse las manos
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(Kaspar, Krapp & Konig, 2015) asi como el ejecutar conductas relacionadas con la limpieza (Lee &
Schwarz, 2011), producen un “alivio” moral en quienes lo ejecutan. Ademas, el lavarse las manos
produce que los juicios morales realizados sobre distintas iméagenes que representan situaciones
moralmente complejas sean menos severos, reduciendo también la activacion emocional (evaluado
mediante la dilatacion de la pupila) experimentada durante la realizacion de esa tarea (Kaspar, Krapp
& Konig, 2015). De hecho, se ha planteado que las acciones relacionadas con la limpieza, como el
lavado de manos, favorecen el de-arousal emocional (Kaspar, Krapp & Konig, 2015). Desde esta
perspectiva, se parte del supuesto de que existen metaforas mentales sobre el papel de la limpieza las
cuales son evocadas por el lavado de manos, lo que produce un efecto purificador sobre aspectos
“moralmente sucios” (Kaspar, Krapp & Konig, 2015). Y aunque el sustento teorico de esta hipotesis
se basa en aproximaciones empiricas y en tradiciones filoséficas distintas al de la hipétesis de de-
arousal planteada desde modelos animales (Spruijt, Van Hooff & Gispen, 1992), la coincidencia entre
ambas sugiere la existencia elementos evolutivamente conservados que podrian sustentar el papel del

AA en la regulacién emocional (ver también Kalueff et al., 2016).

El presente trabajo tuvo como uno de sus elementos centrales estudiar el papel del AA en tanto
mecanismo de autorregulacion emocional. Para ello, se empled una estrategia para habituar a los
animales con sus contextos de evaluacion con el fin de promover una reduccién en las conductas
defensivas de forma concomitante con un incremento en el AA. Ademas, se indujo estrés agudo
previo a las evaluaciones conductuales con el fin de generar un efecto opuesto. Dicha metodologia
buscé integrar distintos factores que intervienen directamente en el comportamiento emitido por
roedores dentro de contextos de amenaza potencial tales como el CA, una de las pruebas de mas
amplia utilizacién en modelos preclinicos. Dicha aproximacion tuvo la caracteristica de haber sido
concebida a partir de una serie de hipétesis concretas derivadas tanto del trabajo empirico como
tedrico generado dentro (Brenes, Rodriguez & Fornaguera, 2006; Brenes, Padilla & Fornagura, 2009;
Rojas-Carvajal et al., 2018; Rojas-Carvajal, Sequeira-Cordero & Brenes, 2020) y fuera (Hong et al.,
2013; Fuzesi et al., 2016; Mu et al., 2020) de nuestro pais. Si bien el planteamiento de hipdtesis
dirigidas es una practica obligatoria en la investigacion cientifica, histéricamente las distintas
disciplinas han manejado el planteamiento y evaluacion de sus hipétesis de forma idiosincratica.
Debido a la complejidad técnica y metodol6gica que supone la ejecucion de experimentos
conductuales, asi como su posterior andlisis, las hipdtesis planteadas dentro de campos como las
Neurociencias del Comportamiento y la Psicologia Comparada suelen ser de caracter general,

centradas en la prediccion de la direccionalidad en el cambio conductual producto de las
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intervenciones. Si bien esta caracteristica también se encuentra presente en este trabajo, se realiz6 un
esfuerzo por especificar con el mayor detalle posible la ocurrencia y direccionalidad del cambio
conductual esperado producto de los tratamientos (Tabla 3). Lo anterior, evitando incurrir en el
sobredimensionamiento de los efectos esperados. Tanto a partir de los aportes derivados de este
trabajo (Rojas-Carvajal & Brenes, 2020), como producto de la evidencia méas reciente en torno al
tema y las hip6tesis planteadas (Estanislau et al., 2019; Rojas-Carvajal, Sequeira-Cordero & Brenes,
2020; Mu et al., 2020), seré posible el planteamiento tanto de mejores aproximaciones metodoldgicas
a las preguntas de investigacion, como de hip6tesis méas precisas. A pesar de esto, es posible que este
tipo de hipotesis derivadas de “teorias verbales” tiendan a mantener una alta prevalencia dentro de
estos campos de estudio en los afios venideros. Sin embargo, es importante destacar que la alta
capacidad para controlar posibles variables intervinientes en este experimento (ej., diferencias
individuales, variabilidad genética generada por la camada de origen), asi como la posibilidad de
manipular con precision y en un alto grado las condiciones experimentales, confieren a este tipo de
estudios la posibilidad de aportar evidencia de gran relevancia. Ademas, permite estudiar de forma
mecanistica muchos constructos de dominio cognitivo y emocional tanto a nivel conductual como

cerebral.

Finalmente, y a partir de los resultados obtenidos en el presente trabajo, es posible establecer las
siguientes conclusiones generales: 1) El estrés modifica diferencialmente el despliegue del AA,
incrementando las secuencias cortas dirigidas a la cabeza y desfavoreciendo la emision de secuencias
complejas; 2) A partir de la metodologia implementada, ni el estrés ni la habituacion modificaron la
EER, sin embargo, la familiaridad con el contexto de evaluacién si promovié la emision de VUS
prosociales asociadas con una emocionalidad positiva; 3) el estrés increment6 la emision de
vocalizaciones de alarma independientemente del contexto de evaluacion; 4) EI AA mostr6 una
asociacion negativa con la EER y las VUS de alarma, asi como una asociacion positiva con las VUS
prosociales. En conjunto, los resultados subrayan la relacion entre el AA 'y el estrés, pero, ademas,
sefialan la vinculacion de secuencias especificas con el nivel de estrés experimentado por los animales
(Figura 3). Y si bien la aproximacion metodolégica no permiti6 detectar cambios en la EER producto
de la habituacidn, el analisis de las VUS apoya la ejecucion de futuros estudios sobre el papel de esta
capacidad cognitiva en la regulacion de dichas conductas (ver también Rojas-Carvajal et al., 2018;
Rojas-Carvajal, Sequeira-Cordero & Brenes, 2020; Flizesi et al., 2016). En este sentido, se realizan
las siguientes recomendaciones con el fin de mejorar futuros experimentos: 1) En lugar de utilizar

una Unica exposicion al CA 24 h antes de las pruebas, maltiples exposiciones repetidas al CA antes
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de la evaluacion de los animales podrian inducir una mejor habituacion al contexto (Rojas-Carvajal
et al., 2018; Rojas-Carvajal, Sequeira-Cordero & Brenes, 2020); 2) en lugar de utilizar un estresor
que requiera el confinamiento de los animales en un contexto cerrado (ej., camara de choques), utilizar
otro tipo de estresores que puedan aplicarse en contextos inocuos y abiertos, por ejemplo, la
restriccion fisica (Mu et al., 2020); 3) utilizar un grupo de animales no expuestos a ninguna de las
condiciones de pre-evaluacion con el fin de controlar los efectos producidos Unicamente por la
exposicion a la camara de choques y a la manipulacion asociada (ver Figura 2); 4) Evaluar el
intervalo de tiempo entre la induccidn del estrés y la evaluacion conductual con el fin de determinar
el mejor tiempo para capturar la mayor movilizacion fisiologica y conductual asociada con la
respuesta de estrés. El principal aporte de este trabajo reside en la evidencia sobre la asociacion de
secuencias especificas de AA con distintos estadios de la respuesta de estrés. Esto refuerza entonces
la importancia del estudio detallado del AA dentro de la investigacion preclinica, considerando no
solo la sintaxis motora sino también el tiempo de aparicién de la conducta y su vinculacion con el
despliegue defensivo. Si bien esta evidencia contribuye de forma modesta al mejoramiento de
modelos animales sobre trastornos neuropsiquiatricos, se aporta informacion relevante para aquellos
estudios que involucre al AA como principal variable dependiente, ofreciendo una perspectiva
integrada sobre la discusion respecto a la hip6tesis de de-arousal. Ademas, el presente trabajo resalta
la importancia del estudio de las VUS en tanto indicador confiable del estado emocional subjetivo en
las ratas, un pardmetro que aporta enormemente a la interpretacion del papel del AA en relacion con
el estrés y la regulacion emocional. Queda pendiente, sin embargo, la profundizacion sobre el papel

de la habituacion en la regulacion del AA.
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Apéndice
Tabla 1. Efectos del estrés y las condiciones de evaluacion en los subtipos de AA
Frecuencia
No estresados Estresados
S“bg\‘fs d  caA  catca Jl % CA CA+CA J  x

Cof 20 2.89 2.50 2.44 344 467 278 350°

€ (0.65) (0.68) 097)  (0.40) (0.68) (0.84) ©091)  (0.40)
191 1.68 0.62 1.45 0.62 0.83 130 0.94%x*

Cef.var (0.65) 0.72) (0.54) (0.41) 0.73) (0.84) (051)  (0.41)
Caud 3.10 3.67 2.25 3.04 211 117 144 162
(0.65) (0.68) 085  (0.40) (68) (0.84) (0.80)  (0.40)
170 1.33 175 159 0.56 1.00 067  0.71%%

Caud.var (0.65) (0.68) (0.56) (0.40) (68) (0.84) (053)  (0.40)

s 3.40 3.22 1.87 2.89 2.44 267 2.56 2.54

ec (0.65) (0.68) (0.67) (0.40) (68) (0.84) (063)  (0.40)

s . 2.10 233 3.00 2.44 1.67 1.00 122 133
ec.va (0.65) (0.68) ©0.72)  (0.40) (0.68) (0.84) 068  (0.40)

Duracion
No estresados Estresados
S“bﬂ’s de caA  catca Jl % CA CA+CA J X

Cof 8.48 8.016 679  7.820%%* 8.652 9.87 231 658

€ (10.68) (11.26) (11.94)  (6.50) (11.26) (13.79) (11.26)  (6.70)

Cof 9.08 5.44 229 585w 1.79 2.28 522 320
el.var (10.68) (11.26) (1194)  (6.50) (11.26) (13.79) (11.26)  (6.70)
Caud 1557 21.14 1138 16.19%* 8.14 3.03 1322 877+
au (10.68) (11.26) (11.94)  (6.50) (11.26) (13.79) (11.26)  (6.70)

5.43 7.79 737 6.79%%* 344 3.38 511 4.05%

Caud.var (10.68) (11.26) (1194)  (6.50) (11.26) (13.79) (11.26)  (6.70)
Sec 77.32 70.98 4620  65.98° 46.96 44.47 7348 56.27°
(10.68) (11.26) (11.943)  (6.50) (11.26) (13.79) (11.26)  (6.70)

s 46.97 49.56 7840  57.14° 5357 28.95 3631 40.94°
ec.var (10.68) (11.26) (11.94)  (6.50) (11.26) (13.79) (11.26)  (6.70)

Notas: Los datos constituye la media * el error estandar entre los paréntesis. Cef; Cefalico. Cef.var: Cefalico
con variaciones. Caud: Caudal. Cuad.var: Caudal con variaciones. Sec: Secuencial. Sec.var: Secuencial con
variaciones. CA: Animales evaluados una tnica vez en el campo abierto. CA+CA: animales evaluados en dos
campos abiertos separados por 24h. JI: Animales evaluados una Unica vez en una jaula de alojamiento individual
rellena de material de cama. Los puntajes de AA sefialados con un “°” fueron significativamente mayores que
aquellos ubicados en las casillas sefialadas con asteriscos. *: P<.05; **: P<.01; ***: P<.001.
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Tabla 2. Efecto del estrés y las condiciones de evaluacion en las VUS de 50-kHz

Frecuencia
No estresados Estresados

Subtipos de - -

50-kHz CA CA+CA Jl X CA CA+CA N]| X
Planas 55.56 62.15 57.20 58.20 65.43 58.79 69.35 64.70
(8.61) (6.85) (4.64) (3.95) (11.63) (6.53) (7.31)  (4.90)
Planas 16.20 18.54 22.48 18.98 20.66 20.74 14.84 18.61
escalonadas (3.15) (3.78) (3.41) (1.98) (7.18) (3.45) (350)  (2.79)
Trinos 12.00 2.62 2.07 5.79 0.41 3.02 3.15 2.23
escalonados (9.98) (1.53) (1.37) (3.61) (0.41) (1.69) (173)  (0.84)
Trinos 16.24 16.69 18.25 17.02 13.50 17.44 12.66 14.47
simples (3.19) (2.88) (2.20) (1.57) (5.21) (2.50) (3.67) (2.23)

Notas: Los datos constituye la media * el error estandar entre los paréntesis. CA: Animales evaluados una tnica
vez en el campo abierto. CA+CA: animales evaluados en dos campos abiertos separados por 24h. JI: Animales
evaluados una Unica vez en una jaula de alojamiento individual rellena de material de cama.
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Tabla 3. Contraste entre la evidencia obtenida y las hipotesis planteadas

Hipotesis

Conclusion

El AA cefélico aparecerian en conjunto con las
conductas de EER, mientras que el incremento en el AA
complejo corresponderia con la reduccion de las
conductas de EER.

La familiaridad con el contexto de evaluacion facilitaria
la reduccion de las conductas de EER, asi como el
incremento de las secuencias complejas de AA.

Después del evento de estrés agudo, los animales
evaluados en los contextos mas familiares desplegarian
niveles de EER menores que los de las ratas evaluadas
en un contexto novedoso.

La induccién de estrés generaria un incremento en las
secuencias cortas de AA dirigidas a la cabeza.

Las secuencias complejas de AA se verian inhibidas por
el estrés.

Los animales evaluados en ambientes mas familiares
mostrarian un incremento en las secuencias complejas
de AA.

El estrés suprimiria la emision de vocalizaciones
prosociales de 50-kHz.

El estrés favoreceria las vocalizaciones de alarma de 22-
kHz.

La emision de vocalizaciones de 50-kHz se veria
potenciada en los ambientes mas familiares.

Las vocalizaciones de 22-kHz se verian incrementadas
en los ambientes menos familiares.

La evidencia obtenida tanto mediante el andlisis de
las conductas a través del tiempo (Figura 4-6)
como mediante las correlaciones, apoya dicha
hipétesis.

A partir de la metodologia implementada y en
virtud de los resultados obtenidos (Figura 5, 7), no
es posible aportar evidencia a favor de esta
hipotesis.

Los resultados obtenidos no permiten inferir que,
bajo las condiciones de evaluacién utilizadas, el
estrés haya modulado la aparicion de la EER. Sin
embargo, el estrés si modifico la asociacion entre
la locomocién y la exploracién vertical (Figura 5).

El estrés produjo un incremento del AA cefalico
independientemente de la condicion de evaluacion
(Figura 7).

El estrés produjo una reduccién leve pero
significativa de las secuencias complejas de AA
(Figura 7).

La diferencia en la familiaridad con el contexto de
evaluacién tampoco influyé en la aparicion del AA
complejo (Figura 7).

El estrés redujo la emision esponténea de VUS de
50-kHz (Figura8).

El estrés favorecio la emision de VUS de 22-kHz
(Figura 8).

La familiaridad con el contexto favorecié la
emision de VUS de 50-kHz, incluso después de la
induccion de estrés agudo (Figura 8).

La familiaridad con el contexto no afectd la
emision de VUS de 22-kHz.
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