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Without supernatural assistance, our fellow creatures can tell us the most
beautiful stories, and that means true stories, because the truth about nature is
always far more beautiful even than what our great poets sing of it, and they are
the only real magicians that exist.

-Konrad Lorenz
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Resumen

El propésito de ésta tesis fue disefiar y montar un sistema basado en Matlab y
Arduino, para la obtencion en tiempo real de curvas psicométricas correspondientes
al aprendizaje de una tarea de discriminacién auditiva en el raton en libre
movimiento. La justificacion de elaborar este sistema, es que nos permitird disefiar
futuros experimentos de electrofisiologia y optogenética, para el estudio de la
actividad neuronal asociada a la discriminaciéon de tonos puros en roedores en
diversas condiciones experimentales; en particular, en ambientes con diversos tipos

de ruido eléctrico y de estimulacidn ruidosa optogenética en el cerebro.



1. Antecedentes generales

1.1. Conductismo

El conductismo es el nombre que se le da a varios enfoques de la psicologia,
especialmente al estudio del aprendizaje, que surgid y prosperd durante el siglo XX.
Estos enfoques rechazaron el uso de métodos introspectivos (en los que los
individuos informaron sobre sus experiencias subjetivas). En cambio, se basaron en
el estudio del comportamiento, su modificacion, sus antecedentes y consecuencias
observables, que se consideraron las unicas fuentes de datos cientificamente
objetivas. En consecuencia, los conductistas rechazaron las caracterizaciones de la
psicologia que se hicieron en términos del estudio de los eventos mentales, o de la
conciencia. En su lugar, definieron la psicologia como el estudio de la conducta y su

modificacion, tanto en animales como en humanos.

La psicologia, segtn el punto de vista conductista, es una rama experimental
puramente objetiva de las ciencias naturales. Su objetivo teorico es la prediccion y
el control del comportamiento. La introspeccién no forma parte esencial de sus
métodos, ni el valor cientifico de sus datos depende de la disponibilidad con que se

prestan a la interpretacion en términos de conciencia (Watson, 1913).

La aparicion del conductismo como corriente psicologica, se remonta a una
variedad de fuentes bibliograficas que datan de los siglos dieciocho y diecinueve. El
filosofo empirista John Locke sostuvo que las “ideas simples™ surgian solo de la

experiencia sensorial, pero que la “mente” humana tenia la capacidad de combinarlas



de varias maneras para formar “ideas complejas™ (Locke, 1968). Esta filosofia llevo
finalmente a un estudio mas detallado de los mecanismos especificos de la
"asociacion de ideas". Por lo tanto, al nacimiento de la escuela psicologica de

asociacionismo.

En la segunda mitad del siglo XIX, algunos psicologos comparativos
propusieron que el aprendizaje en animales ocurria a través de estimulos y
respuestas, denominadas acciones reflejas (Romanes y Morgan, 1883). Para muchos
investigadores, desde la época de Descartes hasta la de Pavlov, los reflejos se
consideraban la unidad psicoldgica bésica y los animales se concebian como

"automatas".

Pavlov descubri6 que un estimulo visual producia la secrecion de liquido
digestivo en un animal hambriento. Por otra parte, demostré que al adicionar un
estimulo sonoro en la presentacion de la comida, los animales también secretaban

dicho liquido. A lo que denomind estimulo condicionado (Fantino, 2012).

1.1.2. Aprendizaje asociativo

El aprendizaje asociativo, es la habilidad de todos los organismos vivos de percibir
relaciones de contingencia entre los distintos eventos en su ambiente. Se considera
como un proceso muy elemental de asociacion entre estimulos-respuesta y estimulos

que formarian el pilar de actividades mas complejas (Hull, 1950).



El principio central del condicionamiento, es la modificacion de la respuesta
de un organismo por los eventos ambientales. Los dos principales procedimientos
experimentales para el estudio del aprendizaje asociativo, son el condicionamiento
Pavioviano o condicionamiento clasico, y el condicionamiento operante o

condicionamiento instrumental.

El condicionamiento Pavloviano implica el aprendizaje de una relacion de
contingencia entre dos estimulos. En la mayoria de los procedimientos
experimentales uno de estos estimulos es bioldgicamente relevante y se denomina
estimulo no condicionado. Este estimulo puede ser positivo (alimento, agua... etc.)
o aversivo (choque eléctrico), mientras que el otro es un estimulo bioldégicamente

neutral o estimulo condicionado.

El aprendizaje de la relacion Estimulo condicionado-Estimulo no
condicionado (EC-ENC) se evallia midiendo la respuesta condicionada (RC), que el
estimulo condicionado desencadena como consecuencia de su emparejamiento con
el estimulo no condicionado. Ademas, el estimulo no condicionado es necesario en
estudios animales, para inducir cambios en la conducta que permite evaluar el

desarrollo del aprendizaje asociativo.

El condicionamiento operante involucra el aprendizaje de la relacion entre una
respuesta y un estimulo, la respuesta se denomia “operante” y al estimulo “refuerzo”
o0 “castigo”, dependiendo si el aprendizaje promueve un incremento o un decremento

de la probabilidad de la emision del operante.



1.1.2.1 Teoria del aprendizaje asociativo

En 1972, Rescorla y Wagner, propusieron que las condiciones especificas bajo las
cuales la fuerza asociativa se acumula en un estimulo se producen cuando hay
emparejamientos EC-ENC. Especificamente, ;bajo qué condiciones la contigiiidad
de EC y ENC da lugar a la formacion de una asociacion? El modelo se basa en el
supuesto de que el efecto de un reforzador (el ENC) depende no solo de ese
reforzador en si mismo, sino también, de la relacion entre ese refuerzo y el refuerzo
anticipado por el organismo. Es decir, las expectativas existentes del organismo

forman un contexto que modula la efectividad de los EC.

Los supuestos esenciales del modelo Rescorla-Wagner son:

1. Cualquier ENC puede soportar solo una cantidad dada de condicionamiento.
Después de este punto, otras presentaciones en ENC no producirdn cambios de
comportamiento adicionales. En este parametro, la asintota del aprendizaje, difiere
para cada uno de los ENC, dando origen a un limite en la magnitud de los cambios

en la fuerza asociativa.

2. Cuando los estimulos condicionados (EC) ocurren en el compuesto, la fuerza
asociativa total es igual a la suma de las fuerzas asociativas de cada elemento del

compuesto.



3. Los cambios en la fuerza asociativa que se producen con la experiencia adicional
estan determinados por la diferencia entre la fuerza actual del compuesto y la asintota
de aprendizaje. Por lo tanto, los incrementos en la fuerza asociativa con cada
emparejamiento sucesivo de EC-ENC se haran cada vez mas pequeios, ya que cada
cambio adicional asegura que menos cambios son potencialmente posibles. Esta
suposicion final describe sucintamente como se modificara la fuerza asociativa de

un EC durante el curso del condicionamiento.

1.1.3. Condicionamiento clasico

El condicionamiento Pavloviano hace referencia a los ajustes que presentan los
organismos en respuesta a la observacion de las relaciones temporales entre los
estimulos ambientales o propioceptivos. Es una forma de aprendizaje asociativo que
permite a los organismos predecir eventos futuros (Gottlieb, 2012). La forma mas
conocida de condicionamiento clasico implica el emparejamiento de un estimulo
condicionado neutro (EC) con un estimulo no condicionado (ENC) que provoca una
respuesta no condicionada (RNC). Lo que lleva al EC a provocar una respuesta
condicionada cualitativa similar a la RNC. El primer experimento reportado de
Pavlov empled perros como sujetos experimentales, un metronomo (EC), alimento

(ENC) y salivacion (RNC y RC) (Pavlov, 1927), (Figura 1).



Estimulo

Estimulo no .. Asociaciéon
condicionado (ENC) E;g(;lcmuado
(Polvo de carne) ’

(Campana) » Condicionado

— Innata

Respuestano  Respuesta
Condicionada =~ Condicionada (RC)
(RNC) (Salivacion )
(Salivacion)

Figura 1. Paradigma del condicionamiento clasico de Pavlov (Modificado de

Fantino y Logan, 1979).

1.1.3.1. Fenomenos excitatorios basicos

La adquisicion es el fenomeno principal del condicionamiento Pavloviano y se
refiere al aumento de la respuesta condicionada, como resultado del emparejamiento
del EC y el ENC a traveés del tiempo (Pavlov, 1927). Un EC que produce una
respuesta condicionada se conoce como excitador. Un ejemplo de un excitador es un
tono breve, debido a la repeticion con el emparejamiento de un expulsor del aire

(airpuff), que produce un parpadeo anticipatorio.



Un animal que aprende a parpadear en un tono también puede hacerlo cuando
se le presenta un estimulo auditivo novedoso. La magnitud de esta respuesta
generalizada es una funcion de la similitud del nuevo estimulo con el EC
previamente aprendido (Pavlov, 1927). Las funciones de generalizacion pueden
modificarse mediante el aprendizaje de discriminacion, en el que algunos estimulos
se refuerzan mientras otros no. Por ejemplo, la respuesta generalizada de un tono, a
una rafaga de ruido blanco, puede reducirse intercalando presentaciones del ruido
solo. Un tono combinado con una expulsion de aire cerca del ojo produce una
respuesta mayor que la generada por un parpadeo anticipatorio. También, desarrolla
la capacidad de funcionar como un refuerzo condicionado para otro EC de segundo
orden (Pavlov, 1927). El condicionamiento de segundo orden tiende a conducir a
niveles mas bajos de respuesta que el condicionamiento de primer orden. Por lo
tanto, una luz combinada con un tono excitador probablemente provocard un

parpadeo menos condicionado que el tono mismo.

Los reforzadores condicionados se contrastan con los reforzadores primarios
que no necesitan capacitacion previa para poder establecer una respuesta
condicionada. A diferencia del condicionamiento instrumental, los reforzadores

pavlovianos se refieren a estimulos que pueden ser apetitosos o aversivos.



1.1.3.2. Fenomenos Inhibitorios basicos

Los fendmenos inhibitorios son aquellos que se manifiestan en oposicién a la
respuesta condicionada. Es decir, al presentarse simultdneamente los estimulos,
¢stos reducen las respuestas de los excitadores, en comparacion a las respuestas que
producen los estimulos neutros (Rescorla, 1969). Este tipo de inhibicion se conoce

como inhibicion operacional.

Por otra parte, el término extincion se refiere a la pérdida de la respuesta
condicionada que ocurre cuando un excitador se presenta subsecuentemente para
disrrumpir en la relacion EC-ENC (Pavlov, 1927). Por ejemplo, el tono excitatorio
dejara de producir los parpadeos condicionados si se presenta solo repetitivamente.
Aunque la extincidn se explica apelando a los mecanismos inhibitorios, los estimulos

que se extinguen no se convierten en inhibidores operativos (Rescorla, 1969a).

La supresion de la respuesta también se puede observar cuando un estimulo
no reforzado se intercala entre los ensayos reforzados de otro EC y un ENC. Por
ejemplo, si las presentaciones de ruido solo se intercalan entre los emparejamientos
de aire y tono, se reducird la respuesta generalizada al ruido. La supresion de la
respuesta en un procedimiento de discriminacién se conoce como inhibicion
diferencial. A diferencia de los estimulos extinguidos, los estimulos condicionados

diferencialmente pueden convertirse en inhibidores operativos (Pavlov, 1927).



Una forma particularmente poderosa de inhibicion diferencial resulta de un
procedimiento de inhibicidén condicionada. Esto ocurre cuando un estimulo no se
refuerza en presencia de un excitador. Por ejemplo, si el tono se acompafia de un
airpuff, excepto cuando se presenta de manera conjunta a un estimulo luminoso, ésta
sefial sera un inhibidor condicionado capaz de pasar las pruebas operativas de
inhibicion (Pavlov, 1927). Tal vez no sea sorprendente que con un entrenamiento
prolongado, los organismos puedan negarse a responder a un EC hasta que se
acerque mas el tiempo de la ENC. La disminucion en la respuesta temprana de un
EC que puede resultar de un entrenamiento prolongado y se conoce como inhibicion

del retraso (Pavlov, 1927).

1.1.4. Condicionamiento operante

El comportamiento operante cumple dos condiciones: la primera es que se emite
libremente por un animal, y la segunda, es que se refuerza y castiga por sus
consecuencias, de manera que se puede hacer que aumente o disminuya la

frecuencia, respectivamente (Toates, 2012).

Las respuestas operantes condicionadas comprenden aprendizajes
semicomplejos y corresponden a las respuestas “voluntarias” de un animal después
de que han sido seguidas, en ocasiones previas, por la presentacion de una
recompensa o la retirada de un castigo. Las respuestas operantes condicionadas se
construyen sobre la actividad “azarosa”, generalmente asociada a los “motivos™ y se
distinguen de las respuestas cladsicamente condicionadas construidas sobre reflejos

innatos provocados por estimulos externos especificos. Los animales superiores
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presentan mas respuestas emitidas que reflejos provocados y por tanto exhiben mas

condicionamiento operante que clasico (Cohen, 1969).

Morgan en 1984 especuld que la conducta de los animales, que
superficialmente indica procesos elevados de pensamiento, podia explicarse
adecuadamente por el aprendizaje de “ensayo y error”. La interpretacion de la
conducta animal debe hacerse al nivel mas bajo y consistente con la observacion.
Esto constituye un axioma psicologico y se conoce como “El canon de Lloyd

Morgan”.

Por otra parte, Thorndike en 1911 realizd experimentos en gatos deprivados
de alimento, los cuales colocaba en una caja-jaula. Cabe sefialar que fuera de la caja-
jaula coloco alimento para explorar el comportamiento del sujeto experimental. En
la mayoria de los casos el gato podia escapar y alimentarse ejecutando una respuesta
“mecadnicamente orientada” (jalar una cuerda o presionar un boton, lo que abria
automaticamente la caja) (Figura 2) o una respuesta “personalmente orientada”
(rascarse o lamerse, el experimentador abria la puerta). Dichos experimentos lo
llevaron a formular la “Ley del Efecto”. De las diversas respuestas que se producen
en una misma situacion, aquellas que se acompafian o siguen inmediatamente, por
la satisfaccion del animal (dejando constante lo demds) se conectaran mas
firmemente con la situacién. De tal manera, que al reaparecer la situacion, éstas
tendran mayor probabilidad de aparecer nuevamente. Mientras que otras que se
acompaifian, o siguen inmediatamente, de incomodidad para el animal (todo lo demas

constante) veran debilitada su conexion con la situacion. Por lo cual, cuando

10



reaparezca la situacion, éstas tendran una menor probabilidad de reaparecer

(Thorndike, 1927).

SN |

Figura 2. Caja-jaula empleada por Thorndike para estudiar la adquisicion de nuevos

comportamientos en los gatos deprivados de alimento (Modificado de Thorndike,

1911).

Fue hasta 1937 que Skinner acuifia el término de condicionamiento operante
en el contexto de la fisiologia reflexiva, para diferenciar lo que le interesaba
(comportamiento que afecta el medio ambiente) del tema relacionado con el reflejo

de los pavlovianos.

El comportamiento operante, aunque Skinner lo define como un
comportamiento "controlado por sus consecuencias" en la practica es poco diferente
de lo que antes se denominaba "aprendizaje instrumental" y lo que la mayoria de las

personas llamarian héabito. Cualquier "agente" bien entrenado es en efecto un habito.

11



La aportacion novedosa del método de Skinner era el entrenamiento automatizado
con refuerzo intermitente y los ejercicios de entrenamiento a los que conducia.
Skinner y sus colaboradores descubrieron en deécadas subsiguientes una gama
completamente insospechada de ordenados efectos de programacion que
proporcionaron nuevas herramientas para comprender los procesos de aprendizaje y
nuevos fendmenos. Un programa de refuerzo es cualquier procedimiento que entrega
un refuerzo a un organismo segun alguna regla bien definida. El reforzador habitual
es alimento para una rata o paloma hambrienta, el horario habitual es uno que entrega
el reforzador para un cierre de interruptor provocado por un peck o presionando una

palanca (Staddon y Cerutti, 2003).

Skinner postuldé dos clases de respuestas conductuales, operante y
respondiente. Las respuestas operantes no son reflejas o voluntarias, dado que se
emiten (como fragmentos de la conducta agitada que acompafia una necesidad) sin
relacion precisa a los estimulos externos. La respuesta operante no estd innatamente
asociada a ningin estimulo previo que se pueda identificar. Por otro lado, las
respuestas respondientes son reflejas, dado que se producen por estimulos externos
precisos. La asociacion de entre el estimulo previo y la respuesta respondiente es
innata y no se modifica. Por ello, las respuestas operantes son la base del
condicionamiento operante y las respuestas respondientes lo son del

condicionamiento clasico (Cohen, 1969).

12



1.1.4.1. Procedimientos del Condicionamiento Operante

Cuatro meétodos logicos de entrenamiento construyen una respuesta operante
condicionada, y cuatro métodos logicos de entrenamiento que destruyen una

respuesta operante condicionada ya existente (Kimble,1961).

Los procedimientos del condicionamiento operante derivan de la “Ley del
efecto” (Thorndike, 1927) que compara el condicionamiento operante con la
doctrina del hedonismo, en la que cada acto esta motivado por un deseo o placer y/o
por una aversion al displacer. Se define a la presentacion de la recompensa o retirada
del castigo como reforzamiento positivo y al castigo presentado o a la recompensa

retirada como reforzamiento negativo.

En el contexto del cuadro de Skinner, un reforzador se define como aquello
que le da al experimentador el control sobre el comportamiento operante, en el
sentido de que la tendencia a exhibir un comportamiento particular se refuerza.
Dicho refuerzo puede llevar el comportamiento hasta un nivel maximo o mantenerlo
en este nivel a lo largo del tiempo (en ausencia de alimento, el animal tenderia a
retardar su respuesta). Los alimentos normalmente seran un refuerzo positivo, ya que
la respuesta que exhibe un animal hambriento antes de que éstos lleguen aumenta.
Como no hay un estimulo desencadenante antes de la emision de un operante, el

modelo de estimulo-respuesta del comportamiento provocado parece ser inadecuado

13



para Skinner, el cual le permite describir el comportamiento que muestran los sujetos

en estas condiciones (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion en una tabla de doble entrada (Modificada de Cohen,
1969).

Presentado Retirado

Recompensa Reforzamiento Positivo ~ Reforzamiento negativo
- + - +

Castigo Reforzamiento negativo ~ Reforzamiento Positivo

- + - +

1.1.4.2. El método experimental del condicionamiento operante

Skinner disen6 un aparato que se denomind caja de Skinner. Tipicamente, un animal
hambriento se colocaria en una caja de Skinner, como resultado de una
manipulacion, obtiene una porcion de comida. Para una rata, el objeto de
manipulacion es normalmente una palanca, que presionan con sus extremidades
anteriores. Si una paloma, necesita desplazar una llave, lo hace picoteando. La caja
de Skinner es un ejemplo de condicionamiento instrumental, debido a que el

comportamiento es fundamental en el resultado, obtener alimentos.
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El comportamiento que se muestra en el cuadro de Skinner se define como
"condicionamiento operante”, lo que significa que el animal opera en su entorno
realizando operantes. En contraste con el comportamiento provocado, este se define
como "comportamiento emitido"”. Los operantes se emiten libremente por el animal,
y la frecuencia de su realizacion es sensible a sus consecuencias. Por otra parte,
Skinner describio el "estimulo discriminativo”, el cual es diferente del estimulo tal

como aparece en la expresion "estimulo-respuesta”.

Una caracteristica del estimulo discriminativo es que este no ganara refuerzo.
Por ejemplo, supongamos que una paloma gana comida solo cuando hay una luz roja
encendida. Con el tiempo, llegara a responder solo en presencia de la luz roja y se

abstendra de responder cuando la luz no esté encendida (Figura 3) (Toates, 2012).

Una caja de Skinner tipica, disefiada para la presentacion de una recompensa,
tiene seis componentes: 1) un estimulo discriminativo (como un tono o una luz o
algiin aspecto visual de la caja misma), que es percibido por el animal, 2) un
operandum la cual es una herramienta para ser manipulada por el animal (un disco
circular que sirve de blanco a los picotazos de la paloma o la palanca que el roedor
presiona), 3) una cdmara o caja que contiene que contiene el estimulo, el operandum
y el animal, 4) un administrador de recompensa el cual es un mecanismo que
almacena y dispensa la recompensa (alimento, agua), 5) un registro que suma y
registra graficamente las respuestas del animal registradas por el operandum y 6) un
control electronico del programa y presentacion de los estimulos discriminativos y

de aquellas contingencias en las que los reforzadores siguen a las respuestas.
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Boton (Operandum)

<«——— Estimulo discriminativo

———  Almacenamiento de
alimento

Bandeja de alimento

Figura 3. Caja de Skinner adaptado a la paloma. La paloma, en una caja de Skinner
aprende a picar el operandum que levantard una valvula solenoide (S), con ella la
bandeja para obtener alimento (una respuesta operante condicionada). Esta picara
solo cuando se lo sefiala el estimulo discriminativo (Modificado de Ferster y

Skinner, 1957).

La respuesta operante debe ejecutarse del tipo todo o nada, debe ocurrir con
poca frecuencia antes del condicionamiento y debe ocurrir frecuentemente después
del condicionamiento. Asitambién, la tasa de la respuesta operante, se refiere como,

el nimero de respuestas operantes por unidad de tiempo (Figura 4).
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Figura 4. Construccion de un registro acumulado. El papel se mueve hacia la
1zquierda a una velocidad constante. Cada respuesta causa que la pluma se mueva
hacia arriba un paso. En el esquema se muestra que ninguna respuesta ocurrio entre
el punto A y B. En el punto B ocurre la adquisicion de la operante condicionada.
Ocurri6 entre los puntos B y C una tasa moderada de respuestas mientras que en los
puntos C y D una répida tasa de respuestas. Entre los puntos B y D se denominan la
emision de la respuesta condicionada. En el punto E, la pluma se reinicia al borde
inferior de la pagina, en dicho punto ocurre la extincion de la operante condicionada

(Modificado de Skinner, 1956).
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1.1.4.3. Técnicas modificadas del condicionamiento operante

Posterior a los experimentos realizados por Skinner diversos psicofisidlogos
desarrollaron aparatos para la investigacion de las diversas respuestas operantes

condicionadas en animales de casi toda la escala filogenética.

Algunas de las técnicas modificadas emplean aparatos similares a cajas de
Skinner y se adaptan a la respuesta operante y tamafios de los sujetos experimentales.
Por ejemplo, ratas que se mantienen en la obscuridad aprenden a presionar palancas
para obtener cinco segundos de luz (Hurwitz, 1956), ratas con temperaturas muy
bajas para obtener diez segundos de calor, ratas sujetas a sonidos muy fuertes para
obtener diez segundos de silencio. Algunas ratas presionaban palancas para obtener
inyecciones de morfina y asi aminorar la dependencia fisiologica (Weeks, 1962).
Por otra parte, algunos perros oprimian operandums de gran tamafo, para obtener
reforzamientos de comida especial (Waller, 1960). Ademas, los chimpancés también
aprendieron a presionar palancas para obtener fichas que después cambiaron por

alimento.

Existen también técnicas modificadas que se disefiaron para usarse en el agua,
como en los pulpos, que golpean con sus tentaculos para obtener pescado como

reforzamiento (Dews, 1959).

1.1.4.4.  Adquisicion de la respuesta condicionada bajo un

entrenamiento de recompensa
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La respuesta condicionada permite que el reforzamiento siga a la ejecucion de la
respuesta operante. Por ello, el animal aprende la respuesta operante para obtener el

estimulo deseado.

El estudio moderno de aprendizaje por un sistema de recompensa puede
rastrear sus raices hasta la clasica Ley del Efecto de Thorndike de la psicologia del
aprendizaje animal. La cual establece que las respuestas seguidas de resultados
satisfactorios (es decir, gratificantes) tienen mas probabilidades de repetirse (Sutton

y Barto, 1998).

El marco tedérico del aprendizaje por recompensa puede verse como una
formalizacion de esta perspectiva, mediante la cual las recompensas alteran la
propension de los sujetos experimentales a seleccionar diferentes acciones. Las
acciones que son seguidas consistentemente por mayores recompensas tenderan a

seleccionarse con mayor frecuencia a través de un proceso de prueba y error.

Las ideas del aprendizaje por recompensa han ganado importancia como
modelo computacional del aprendizaje, asi como, la toma de decisiones de los
animales y sus sustratos neurales. Ademads, el ambiente generalmente se divide en
un agente y entorno que interactian. El agente (o animal) elige acciones, recibe

recompensas y otras observaciones del entorno (Seel, 2011).

1.1.4.5 Programas de reforzamiento
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Un programa de refuerzo se organiza mediante un sistema de programacion que
puede especificarse en términos fisicos. Se introduce un reloj en el circuito entre la
llave y el cargador para que se refuerce la primera respuesta hecha a la clave después
de un intervalo de tiempo dado. Un contador introducido en el circuito establece una
contingencia en términos de nimero de respuestas emitidas por refuerzo. Varios
ajustes de reloj y contador, y combinaciones de €stos generan posibilidades casi

ilimitadas (Skinner, 1958).

Un programa seleccionado generalmente produce un rendimiento
caracteristico, el cual se expresa en términos de tasa de respuesta y cambios en €sta.
Una vez que esto sucede, el organismo se refuerza caracteristicamente al final de un
patron particular de respuesta. Su comportamiento en el momento del refuerzo y
durante el periodo anterior es parte del entorno estimulante, cuyos aspectos
adquieren control sobre el comportamiento posterior. Por ejemplo, si un organismo
responde de manera caracteristica a un ritmo alto en el momento del refuerzo, el
comportamiento a ese ritmo se convierte en una condicion estimulante Optima,
comparable a la presencia del estimulo reforzado en una discriminacion, y la
probabilidad de mayor respuesta es maximo. Cuando el organismo no responde en
absoluto, la probabilidad es minima. Otras tasas y patrones de cambios en la tasa

tienen funciones discriminativas similares.

Una respuesta condicionada establecida no necesita mantenerse con
reforzamiento continuo, en el que se refuerza cada una de las respuestas operantes,

sino mas bien con el programa de reforzamiento intermitente, algunas veces llamada
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reforzamiento parcial. Los programas de reforzamiento intermitente dependen del
numero de respuestas precedentes y de la longitud del intervalo de tiempo
precedente. Si el reforzamiento depende del numero de respuestas que ha dado el
animal desde que recibio el Ultimo reforzamiento se estd bajo un programa de razon
porque el nimero de respuestas reforzadas siempre es una proporcion del nimero de
respuestas no reforzadas. Si el reforzamiento depende del intervalo de tiempo desde
la ultima vez que se reforzo (independientemente del nimero de respuestas) se esta
siguiendo un programa de intervalo, porque siempre hay un intervalo entre

reforzamientos.

Los programas de razon e intervalo a su vez se dividen en programas fijos,
cuando el numero de respuestas e intervalo es siempre el mismo y programas
variables, cuando el numero de respuestas o intervalo se dejan al azar y son

diferentes (Ferster y Skinner, 1957).

Todas las aproximaciones a estudios conductuales, como el condicionamiento
clasico y el condicionamiento operante, asi como sus programas de reforzamiento
positivo o negativo subyacen en procesos fisiologicos conocidos, principalmente en

el circuito de recompensa neuronal.

1.1.5. Centro de la recompensa cerebral

21



Las recompensas son objetos cruciales que inducen el aprendizaje, abordan el
comportamiento, las elecciones y las emociones. Mientras que las emociones son
dificiles de investigar en animales, la funcion del aprendizaje estd mediada por
sefiales de error de prediccion de recompensa neuronal que implementan

construcciones basicas de la teoria del condicionamiento operante.

Estas sefiales se encuentran en las neuronas dopaminérgicas, que emiten una
sefial de recompensa global al cuerpo estriado y la corteza frontal, y en neuronas
especificas del cuerpo estriado, la amigdala y la corteza frontal que se proyectan para
seleccionar poblaciones neuronales. El enfoque y las funciones de eleccion implican
un valor subjetivo, que se evalla objetivamente mediante elecciones de
comportamiento que provocan preferencias de recompensa. Aunque todas las
variables de recompensa, refuerzo y decision son construcciones teoricas, sus
sefiales neuronales constituyen implementaciones fisicas medibles y, como tales,
confirman la validez de estos conceptos. Las senales de recompensa neuronal
proporcionan orientacion para el comportamiento al tiempo que restringen el libre

albedrio para actuar.

El circuito de recompensa mejor caracterizado en el cerebro comprende
neuronas dopaminérgicas en el area tegmental ventral (AVT) que se proyectan al
nucleo accumbens (NAc), que es parte del cuerpo estriado ventral. Las neuronas
principales del NAc son las neuronas espinosas medianas GABA¢érgicas (NEM).
Este circuito AVT-NACc es crucial para el reconocimiento de recompensas en el
medio ambiente y para iniciar su consumo, pero estas regiones también responden a

estimulos aversivos.
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Las neuronas dopaminérgicas AVT también inervan varias regiones de la
corteza prefrontal (CPF), la amigdala central, la amigdala basolateral (ABL) y el
hipocampo, asi como otras areas (Figura 5). Estas "regiones de recompensa
cerebral” estan interconectadas de formas complejas. Por ejemplo, el NAc recibe
una inervacion glutamatergica densa de la CPF, la amigdala y el hipocampo. La CPF,
la amigdala y el hipocampo forman conexiones glutamatérgicas reciprocas entre si.
La produccion funcional de cada una de estas regiones estd modulada por varios

tipos de interneuronas GABAérgicas y, en la NAc, también por interneuronas

ey .
colinérgicas.
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Figura 5. Esquema simplificado de las principales conexiones dopaminérgicas,
glutamatérgicas y GABAcérgicas hacia y desde el area ventral tegmental (AVT) y el
nucleo accumbens (NAc) en el cerebro de roedores. El circuito primario de
recompensa incluye proyecciones dopaminérgicas del AVT al NAc, que liberan
dopamina en respuesta a estimulos relacionados con la recompensa (y en algunos
casos, estimulos relacionados con la aversion). También hay proyecciones

GABA¢érgicas de NAc a AVT, las proyecciones a través de la via directa (mediada
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por neuronas espinosas medianas de tipo D1 (NEM)) inervan directamente el AVT,
mientras que las proyecciones a traveés de la via indirecta (mediada por MSN de tipo
D2) inervan el VTA a través de neuronas GABAérgicas que intervienen (continda)
en el palido ventral. El NAc recibe una inervacion densa de los circuitos
monosinapticos glutamatérgicos de la corteza prefrontal medial (CPFm), el
hipocampo (Hip) y la amigdala (Ami), asi como otras regiones. El AVT recibe
dichos aportes desde nucleo tegmental dorso-lateral (nTDL), la habénula lateral
(HbL) y el hipotalamo lateral (HL), asi como las conexiones GABA¢érgicas y
glutamatérgicas de la amigdala extendida. Estas diversas entradas glutamatérgicas
controlan aspectos de la percepcion y memoria relacionadas con la recompensa. Las
lineas discontinuas indican proyecciones inhibitorias internas. El circuito
glutamatérgico del HL a la AVT también estd mediado por orexina (Modificado de

Russo y cols., 2013).

1.1.6. Via Auditiva del raton

La via ascendente auditiva es un sistema importante que transmite informacion
sonora a la corteza auditiva (CA) en los mamiferos. La via que se origina en el oido
se denomina via lemniscal, que pasa a través del nticleo central (NcCI) del coliculo
inferior (CI) en el mesencéfalo y la division ventral (MGv) del cuerpo geniculado
medial (CGM) en el tdlamo en direccion hacia la corteza auditiva (Lee y Sherman,
2010; Lee y cols., 2011; Winer y Schreiner, 2011). Para comprender la audicion en
mamiferos, es crucial revelar uno por uno los roles funcionales de estos nucleos

auditivos en los distintos relevos de €sta via. Por ejemplo, se ha revelado una funcion
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distinta del CI, como detectar la localizacién del sonido por referencia a las

diferencias de tiempo interaural (Fujita y Konishi, 1991; Grothe y cols., 2010).

Hoy en dia, los estudios de neurociencia se realizan de acuerdo con la teoria
de la especializacion funcional. El cerebro de los mamiferos se divide en modulos
funcionales por ubicacion (Kanwisher, 2010; Zilles y Amunts, 2010). Teniendo en
cuenta este principio, la corteza auditiva se divide en varias subregiones, cada una
de las cuales debe tener una funcion regional distinta para el procesamiento de
sonido. La disposicion espacial de estas subregiones generalmente se representa e
ilustra como un mapa cortical auditivo. Por lo tanto, un mapa de la corteza auditiva
proporciona una mejor plataforma para investigar distintas funciones regionales

porque todas las investigaciones fisiologicas se realizan sobre la base de este mapa.

El mapa de la corteza auditiva del raton se describidé por primera vez hace
aproximadamente dos décadas (Stiebler y cols., 1997). Esta descripcion es muy
importante porque los investigadores identificaron, a través del registro extracelular
unitario, multiples regiones auditivas sin ningiin conocimiento previo al investigar
la distribucion de una frecuencia caracteristica, una frecuencia para la cual una
neurona tiene su umbral excitador mas bajo. Este mapa representaba la corteza
auditiva con cinco subregiones: dos regiones tonotopicas, el campo auditivo anterior
(CAA) y la corteza auditiva primaria (A1) y tres regiones no tonotopicas: el campo
auditivo secundario (A2), el campo ultrasonico y el campo dorsoposterior (DP).
Sorprendentemente, “el campo ultrasonico” (UF) se establecido como una region en
la esquina dorsorostral de la CA donde se localizaron las neuronas con una

frecuencia caracteristica (FC) de mas de 40 kHz, mientras que la tonotopia de la
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CAA y Al se limitd6 a menos de 40 kHz. La presencia del campo ultrasonico
segregado podria considerarse como una caracteristica o simbolo de la CA en ratones
que usan sonidos ultrasonicos de mas de 40 kHz en la comunicacion vocal (Ehret,

1987; Holy y Guo, 2005; Asaba y cols., 2014) (Figura 6).
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Figura 6. Mapa de la corteza auditiva del raton utilizando imagenes de fluorescencia
de flavoproteina (FFI). A. Mapa cuantitativo de la superficie de las seis subregiones
de la corteza auditiva del raton revelado usando FFI. B. Ilustracion del mapa original
de Stiebler y cols., 1997 y un mapa basado en los resultados de estudios recientes de
imagenes Opticas C. Delineacion de las seis subregiones auditivas en la vista coronal.

Barra, 1 mm AC, corteza auditiva; Cb, cerebelo; MCA, arteria cerebral media; OB,
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bulbo olfativo; RF, fisura rinal; SC, corteza somatosensorial; VC, corteza visual

(Modificado de Tsukano et al. 2017).

1.2. Antecedentes especificos

1.2.1. MATLAB

MATLAB es un entorno de programacion de alto rendimiento para aplicaciones
numéricas y técnicas. La primera version fue escrita en la Universidad de Nuevo
Meéxico en la década de 1970. El programa "MATrix LABoratory" fue creado por
Cleve Moler para proporcionar una forma simple e interactiva de escribir programas
utilizando las bibliotecas Linpack y Eispack de las subrutinas FORTRAN para la

manipulacion de matrices.

MATLAB evolucion6 para convertirse en una herramienta eficaz y poderosa
para la programacion, visualizacion y analisis de datos, educacidn, ingenieria e
investigacion. Las fortalezas de MATLAB incluyen amplias capacidades de manejo
de datos y graficos, herramientas de programacion poderosas y algoritmos altamente
avanzados. Ademas de los nimeros rapidos para el algebra lineal y la disponibilidad
de una gran cantidad de funciones y bibliotecas integradas especificas del dominio
(por ejemplo, para estadisticas, optimizacidon, procesamiento de imagenes,
desarrollo de software). Otra caracteristica Util de MATLAB es su capacidad para

generar facilmente varios tipos de visualizaciones de sus datos.
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Para cada caracteristica de MATLAB en general, y para los graficos en
particular, la utilidad de MATLAB se debe principalmente a la gran cantidad de

funciones y bibliotecas integradas.

MATLAB es esencialmente una herramienta sofisticada que, nos permite
expresar y resolver problemas computacionales y analiticos en una amplia variedad
de dominios. Su entorno combina computacion, visualizacion y programacion en

torno al concepto central de la matriz y sus manipulaciones matriciales.

1.2.1.1. Pscychtoolbox

Psychophysics Toolbox es un conjunto gratuito de funciones MATLAB y GNU
Octave para la investigacion y la neurociencia. Facilita la sintesis y muestra
estimulos visuales y auditivos controlados con precision e interactia con el

observador.

Los programas para ejecutar experimentos a menudo se escriben en un
lenguaje de bajo nivel (por ejemplo, C o Pascal) con el objetivo de lograr el control
total del hardware para una visualizacion precisa de estimulos. Aunque estos
lenguajes de bajo nivel proporcionan potencia y flexibilidad, no conducen al
desarrollo rapido de programas. Los lenguajes interpretados (por ejemplo, BASIC,
LISP, Mathematica y MATLAB) resumen detalles de hardware y proporcionan
entornos de desarrollo mas amigables, pero no proporcionan el control de hardware

necesario para una visualizacion precisa de estimulos. Psychophysics Toolbox es un
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paquete de software que agrega esta capacidad a la aplicacion MATLAB y Octave en

computadoras Macintosh, Linux y Windows.

MATLAB es un lenguaje interpretado de alto nivel con amplio soporte para
calculos numéricos. Psychtoolbox interactua entre MATLAB y el hardware de la
computadora. Las rutinas en el nucleo de Psychtoolbox proporcionan acceso al bufer
del marco de la pantalla y la tabla de busqueda de color. Ademas, permiten la
sincronizacion con el retroceso vertical, admiten temporizaciones por debajo de
milisegundos, exponen comandos sin procesar, permiten la reproduccion y captura
de video. Asimismo, audio de baja latencia o disparadores de hardware y facilitan
la recoleccion de respuestas de observadores a través de dispositivos de entrada

regulares y especializados.

Los usuarios nuevos que nunca hayan programado antes descubrirdn que estan
aprendiendo tres cosas cuando comienzan a usar la caja de herramientas: MATLAB,
como crear estimulos y medir respuestas, y como organizar un experimento. Sin
embargo, para la presentacion de dichos estimulos es necesario complementar toda

la programacion en dichos softwares con herramientas de hardware.
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1.2.2. ARDUINO

ARDUINO es una plataforma electronica de cddigo abierto basada en hardware y
software facil de usar. Las placas ARDUINO pueden leer entradas (luz en un sensor,
un dedo en un boton, por ejemplo) y convertirlo en una salida: activar un motor,

encender un LED, etc.

Podemos indicarle a la placa qué hacer si enviamos un conjunto de
instrucciones al microcontrolador de ésta. Para hacerlo, se usa el lenguaje de
programacion ARDUINO (cuya base es el cableado) y el software ARDUINO (IDE),

basado en el procesamiento.

Con los afios, ARDUINO se convirtio en el cerebro de miles de proyectos,
desde objetos cotidianos hasta instrumentos cientificos complejos. Una comunidad
mundial de creadores (estudiantes, aficionados, artistas, programadores y
profesionales) se ha reunido en torno a esta plataforma de codigo abierto, sus

contribuciones se han sumado a una increible cantidad de conocimiento accesible.

ARDUINO naci6 en el Instituto de Disefio de Interaccion Ivrea como una
herramienta facil para la creacion rapida de prototipos, dirigida a estudiantes sin
experiencia en electronica y programacion. Tan pronto como llegé a una comunidad
mas amplia, la placa ARDUINO comenz6 a cambiar para adaptarse a las nuevas
necesidades y desafios, diferenciando su oferta de placas simples de 8 bits a

productos para aplicaciones 10T, dispositivos portatiles, impresion 3D y entornos
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integrados. Todas las placas ARDUINO son completamente de codigo abierto, lo que
permite a los usuarios construirlas de forma independiente y eventualmente
adaptarlas a sus necesidades particulares. El software también es de codigo abierto
y esta creciendo a través de las contribuciones de los usuarios de todo el mundo.

(Badamasi, 2014)

ARDUINO se emplea para construir instrumentos cientificos de bajo costo,
para probar los principios de la quimica y la fisica, o para comenzar con la
programacion y la robdtica. Existen otros microcontroladores y plataformas de
microcontroladores disponibles para la computacion fisica: Parallax Basic Stamp,
Netmedia's BX-24, Phidgets, MIT's Handyboard y otros que ofrecen una
funcionalidad similar. Todas estas herramientas toman los detalles desordenados de
la programacion del microcontrolador y lo envuelven en un paquete facil de usar.
ARDUINO también simplifica el proceso de trabajar con microcontroladores, pero
ofrece las siguientes ventajas: 1) Bajo costo, las placas ARDUINO son relativamente
baratas en comparacion con otras plataformas de microcontroladores. 2)
Multiplataforma, el software ARDUINO (IDE) se ejecuta en los sistemas operativos
Windows, Macintosh OSX y Linux. La mayoria de los sistemas de
microcontroladores estan limitados a Windows. 3) Entorno de programacion simple
y claro, el softiware ARDUINO (IDE) es facil de usar y esta convenientemente basado
en el entorno de programacion de procesamiento, 4) Sofiware de cddigo abierto y
extensible, el software ARDUINO se publica como herramientas de codigo abierto,
disponibles para su extension por programadores experimentados. El lenguaje se
puede ampliar a través de las bibliotecas de C ++, y las personas que deseen
comprender los detalles técnicos pueden dar el salto de ARDUINO al lenguaje de

programacion AVR-C en el que se basa. Del mismo modo, puede agregar el codigo
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AVR-C directamente en sus programas ARDUINO si lo desea. 5) Hardware de
codigo abierto y extensible, los planos de las placas ARDUINO se publican bajo una
licencia Creative Commons, por lo que los disefiadores de circuitos experimentados
pueden hacer su propia version del mddulo, extenderlo y mejorarlo. Incluso los
usuarios relativamente inexpertos pueden crear la version del modulo de prueba para

comprender como funciona y ahorrar dinero.

1.2.1.2. ARDUINO -UNO

ARDUINO-Uno es una placa de microcontrolador basada en ATmega328P. Tiene
14 pines de entrada / salida digital (de los cuales 6 se pueden usar como salidas
PWM), 6 entradas analdgicas, un cristal de cuarzo de 16 MHz, una conexion USB,
un conector de alimentacion, un encabezado ICSP y un botoén de reinicio, sus
dimensiones son 68.6 mm de longitud, 53.4 mm de ancho y un peso de 25 g. (Figura
7).

Pin de referencia analdgica
Pines Digitales
|
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Boténreset — . @ I T L T e
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...........

Puerto USB

Programador serie

Microcontrolador
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externa

nnnnnnn

Pin sV Pines Analogicos
Reset

Figura 7. Placa de hardware ARDUINO -UNO y sus componentes.
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1.2.2.1. MATLAB- ARDUINO

Existe una paqueteria de soporte MATLAB® para hardware ARDUINO, dicha
paqueteria nos permite usar MATLAB para comunicarse interactivamente con una

placa ARDUINO.

La paqueteria nos permite realizar tareas como: 1) Adquirir datos de sensores
analogicos y digitales de su placa ARDUINO. 2) Controlar otros dispositivos con
salidas digitales y PWM. 3) Controlar motores de corriente continua, servo y paso a
paso (también es compatible con Adafruit Motor Shield). 4) Acceder a dispositivos
periféricos y sensores conectados a través de I12C o SPI. 5) Acceder y comunicar con
una placa ARDUINO a través de un cable USB. 6) Crear complementos

personalizados para interactuar con bibliotecas de hardware y software adicionales.

Debido a que MATLAB es un lenguaje interpretado de alto nivel, puede ver
los resultados de las instrucciones de entrada y salida de inmediato, sin compilar.
MATLAB incluye miles de funciones integradas de matematica, ingenieria y trazado
que puede usar para analizar y visualizar rdpidamente los datos recopilados de la

placa ARDUINO.
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2. Justificacion

Los circuitos neuronales estain compuestos por grupos de células conectadas de una
manera especifica. Un objetivo central de la neurociencia moderna es vincular la
dindmica de estos circuitos neuronales con el comportamiento (O’Connor y cols.
2009). Descifrar la logica de los circuitos neuronales requiere, por tanto, la
neurofisiologia y manipulacion especificas de tipo celular (Luo y cols., 2009). En
los ultimos cincuenta afos, los experimentos conductuales en primates han liderado
el camino para separar la causalidad de la correlacion en los experimentos

neurofisioldgicos.

Distintas técnicas conductuales, como el libre movimiento, facilitan el control
del estimulo. Diversas tareas en primates no humanos son capaces de aislar
funciones especificas del cerebro. Los ensayos repetidos, cientos por dia,
desencadenan métodos estadisticos poderosos para relacionar el comportamiento y

las mediciones neurofisiologicas (Evarts, 1968; Turner y DeLong, 2000).

Sin embargo, los ratones también tienen un rico repertorio de
comportamientos que involucran funciones sensoriales, cognitivas y motoras. La

organizacion de los microcircuitos del cerebro, por lo que se conoce, es similar en
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ratones y otros mamiferos superiores. Esto permite estudiarlos en el campo de la
neurofisiologia, imagenologia y optogenética (Ferezou y cols. 2007; Guo y cols.

2014).

Por otra parte, los ratones en libre movimiento se entrenan para discriminar
los olores, los estimulos visuales, las sefales tactiles y los estimulos auditivos.
Como en la mayoria de los estudios de primates, en este tipo de experimentos los

ratones estan motivados por la sed.

Los procedimientos de comportamiento disponibles para evaluar la audicion
en ratones se dividen en dos tipos: los que comprenden el entrenamiento para
responder a estimulos auditivos a través del condicionamiento operante y los que
emplean condicionamiento clasico. Cabe senalar, que las tareas de condicionamiento
operante son mas sensibles que las de condicionamiento clasico. Ademas, estas
tareas se adaptan facilmente para probar la capacidad de los animales para

discriminar, asi como, para detectar sonidos.
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3. Planteamiento del problema

Los estudios conductuales, que tienen como base el condicionamiento operante, asi
como el entrenamiento de sujetos experimentales y su aprendizaje, demuestran ser
una herramienta muy valiosa para realizar experimentos altamente especificos y

controlados.

En el presente trabajo nos proponemos desarrollar un sistema de “hardware”
y “software” que pueda usarse posteriormente para dilucidar la capacidad
discriminatoria y de sensibilidad auditiva del raton en tareas en libre movimiento.
La idea es desarrollar una tarea disefiada en el software algebraico computacional
MATLAB vy el sistema ARDUINO. El sistema permitird el entrenamiento y
discriminacion de estimulos auditivos del sujeto experimental, que son necesarios

para el aprendizaje asociativo y el condicionamiento operante.
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4. Hipotesis cientifica

El disefio y montaje de un equipo, en conjunto con el desarrollo computacional de
una tarea para el aprendizaje de ratones en libre movimiento, nos brindara
herramientas que nos permitira dilucidar la capacidad de discriminacion auditiva de

dichos sujetos experimentales en trabajos futuros.
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5. Objetivos

5.1. Objetivo general

Desarrollar un sistema de “hardware” y “software” para caracterizar la capacidad de

discriminacion auditiva en ratones en libre movimiento.

5.2. Objetivos especificos

1. Desarrollar un sistema de entrenamiento y aprendizaje en ratones utilizando
software del sistema algebraico computacional MATLAB, en combinacion

con una placa de desarrollo de hardware ARDUINO.

38



2. Diseiar un software que permita realizar curvas de aprendizaje

correspondientes a cada sujeto de experimentacion.

3. Obtener curvas psicométricas correspondientes al aprendizaje de

discriminacion de las tareas auditivas.

6. Materiales y métodos

Para comprobar la hipotesis planteada, realizamos un trabajo experimental en el que
se disefio un plan de entrenamiento en ratones C57/BL6. Disefiamos un set
experimental, en el cual, los animales realizaron una tarea de discriminacién auditiva

de tonos puros.

Cabe sefialar que todos los protocolos se realizaron con apego a la Norma
Oficial Mexicana NOM-Z00-062-1999, que incluye las especificaciones y

recomendaciones para uso y cuidado de animales del laboratorio.

6.1. Ubicacion espacio-temporal
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Todos los experimentos se realizaron en el laboratorio de Neurofisiologia Integrativa

en el Instituto de Fisiologia de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla.

6.2. Estrategia de trabajo

Se desarrollaron y equiparon los elementos necesarios para el montaje de una tarea
de discriminacion auditiva en “libre movimiento”. Se disefid una caja de aislacion
acustica e iluminada independientemente, manteniendo un ciclo de luz-oscuridad
12am-12pm. Todos los experimentos se realizaron durante la fase oscura, en un

horario de 8 am a 11 am, con control de humedad y temperatura (23°C).

Enseguida, los sujetos de experimentacion se introdujeron dentro de la caja de
aislacion, la cual incluye un tubo de acrilico de 38.1 mm de diametro para brindar
soporte a su cuerpo durante la tarea. En dicho tubo se encuentra una palanca de acero
inoxidable de una longitud de 30 milimetros colocada a ~15 mm de las extremidades

anteriores del sujeto experimental. También se encuentra un puerto de recompensa,
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del cual se expulsaron los liquidos correspondientes al sujeto experimental. Dicho

puerto se encuentra a 0.5 mm por debajo del labio inferior del raton.

La prueba consistio en presentar al ratén distintos estimulos auditivos, de
misma frecuencia pero intensidad variable para su categorizacion. En caso de ser
acertada su respuesta, el raton presioné la palanca para obtener aproximadamente

6.25ul de agua. De lo contrario, no se le brind6 una recompensa de agua y se le

afadi6 un retraso en el reinicio de la prueba (2 segundos).

6.3. Tipo de estudio

Experimental basico

6.3.1. Definicion de la unidad de poblacion
Se emplearon ratones macho de la cepa C57BL/6, adultos, en el rango de 23 a 35
gramos de peso y de 2 a 6 meses de edad. Estos se mantuvieron bajo condiciones

controladas de temperatura (23°C), humedad (20%) y ciclos de 12 horas luz por 12

horas oscuridad.

6.3.2. Seleccion de 1a muestra
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La muestra se seleccion6 de manera no probabilistica o dirigida, en funcion de los

criterios de seleccion de las unidades de muestreo.

6.4. Criterios de seleccion de las unidades de muestreo

6.4.1. Criterios de inclusion

No aplica.

6.4.2. Criterios de exclusion

No aplica.

6.4.3. Criterios de eliminacion

No aplica.

6.4.4. Tamano de la muestra

Dos ratones C57/BL6 machos, en un rango de 2 a 7 meses de 23 y 35g de peso.

6.5. Técnicas y procedimientos

6.5.1. Fase de entrenamiento general
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El raton se pes6 e identificd. Posteriormente se inicid la “restriccion de agua”,
proporcionando s6lo 1 ml diario, lo cual corresponde al 35% del consumo de agua

ad libitum.

Tres dias posteriores a la restriccion de agua, comenzamos la manipulacion
del sujeto experimental, con el objetivo de que este explorara los diversos elementos
que conforman la caja de entrenamiento y se acostumbrara al manejo del
experimentador. Los ratones jamas se tomaron de la cola, esto con el objetivo de

reducir altamente sus niveles de estrés (Hurst y West, 2010).

En el dia 1, tomamos al raton durante periodos de 10-15 minutos, enseguida
ofrecimos recompensas de agua de 0.2 ml y posteriormente dejamos que explorara
el tubo de acrilico, sin forzarlo. Repetimos este procedimiento de 4 a 5 veces. En el
dia 2, continuamos con el mismo procedimiento del dia uno. Al tercer dia,
introdujimos al raton en la caja de aislamiento con recompensas de agua o agua
azucarada (0.2 ml, hasta completar 1 ml). Al cuarto dia, repetimos los

procedimientos del tercer dia.

Posteriormente, continuamos con el entrenamiento de la tarea de
discriminacion auditiva. Esta tarea consistid en presentar al ratébn un estimulo
auditivo de diferentes intensidades y darle una recompensa de 6.25 pl de agua, solo
en el caso de identificar la ocurrencia de dicho estimulo. Lo anterior, con el objetivo

de determinar la intensidad a la cual el raton no tiene respuesta ante el estimulo, y
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repetimos el protocolo aleatorizando las diferentes intensidades a presentar y hasta

completar 1ml.

Durante todo el proceso de restriccion de agua los ratones se calificaron con
la tabla de evaluacion de salud y el diagrama de flujo (Anexo 12.1) para prevenir y

evitar deshidratacion en cualquiera de los sujetos de experimentacion.

6.6. Estandarizacion de los programas computacionales y estimulos

auditivos

Se cred un programa computacional para la tarea de discriminacion auditiva de los
sujetos experimentales, por medio del sistema algebraico computacional MATLAB.
Dicho programa, comand6 a una placa de desarrollo de hardware ARDUINO. Los
estimulos a discriminar consistieron de una frecuencia de 2500 Hz y una duracion
de 75 ms. El cédigo del programa incluyo el control de la recompensa, que consta
en la apertura de una valvula solenoide (Cole-Parmer), normalmente cerrada,
durante 8ms y lo cual equivale al suministro de 6.25 pl de liquido. Asimismo, dicho
codigo, permitio el control de aplicacion de los respectivos tonos de inicio de prueba,

tono de acierto, tono de castigo y la presentacion del estimulo tipo ruido blanco.

6.7. Prueba conductual
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Los sujetos experimentales se colocaron en una caja de entrenamiento de acrilico
transparente (35cm x 25cm x 30cm). Dentro de esta caja, se incluy6 un sistema de
restriccion de movimiento, el cual consta de un tubo de acrilico de 38.1 mm de
didmetro, con un corte longitudinal de 20 mm. Dentro de dicho tubo se coloc6 una
palanca de acero inoxidable de una longitud de 25 milimetros, colocada de forma
longitudinal al tubo. Finalmente, se colocdé un puerto de recompensa, el cual
consistio de un sensor Optico de barrera y una boquilla de 1.5 mm de acero

inoxidable conectada a la valvula solenoide normalmente cerrada (Cole-Parmer).

6.4.2. Prueba conductual de discriminacion de tonos puros

En la Fase 1, se llevo a cabo la adecuacion del sujeto experimental (Véase Fase de

Entrenamiento general), para que este explorara la caja y todos sus elementos.

En la Fase 2, se colocaron reforzadores en el operandum, para facilitar la
accion de éste, asi como el reforzamiento de las conductas que semejan la conducta
final. La proporcion activacion del operandum y recompensa fue 1:1. Cada
activacion del operandum corresponde a la activacion de la valvula solenoide
normalmente cerrada (Cole-Parmer), durante 8 ms, correspondientes a la
administracion de 6.25 pl, de agua acompafiados de un tono de recompensa (4500

Hz, 50 ms).

En la Fase 3, se introdujo a la primera accion del operandum un tono que

indicard el inicio de la prueba de discriminacion auditiva (2500 Hz, 100 ms). Seguido
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de ésta accion, se introdujo el estimulo auditivo (5000 Hz, 66 dB, 75 ms). La segunda
accion del operandum, correspode a la activacion de la valvula solenoide
normalmente cerrada (Cole-Parmer), durante 8 ms, correspondientes a la
administracion de 6.25 pl de agua acompanados de un tono de recompensa (4500

Hz, 50 ms).

En la Fase 4, introdujimos una ventana de respuesta que corresponde al
intervalo de tiempo transcurrido desde la presentacion del estimulo hasta la posible
segunda accion del operandum. Si el sujeto experimental accionaba el operandum
durante dicha ventana, ésta activaria la valvula solenoide normalmente cerrada
(Cole-Parmer), durante 8 ms, correspondientes a la administracion de 6.25 ul de
agua acompanados de un tono de recompensa (4500 Hz, 50 ms). En caso contrario,
se introdujo un tono de error (4500 Hz, 63.6 dB, 1s) y un retraso en el reinicio de la

prueba (2 segundos).

En las fases siguientes definimos las variables (GO-NoGO) introduciendo
estimulos de mayores decibeles como la condicion GO (53 y 61 dB) y de menores
decibeles como la condicion NO-GO (42 Y 50 dB). De ésta forma nos fue posible

construir curvas psicofisicas.

7. Analisis de datos

De la primera y segunda fase experimental obtuvimos la duracion del sujeto dentro

de la caja experimental, asi como las trayectorias que realizd6. Asimismo, se
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obtuvieron las latencias de la activacion del operandum, y se compararon con las de

la sesion del dia siguiente.

De la Fase 3, obtuvimos la duracion del sujeto experimental durante la sesion
en la caja de entrenamiento y se obtuvo el valor en porcentaje del desempefio de la
prueba, lo que corresponde a la activacion del operandum dentro de la ventana de

tiempo establecida.

De la Fase 4 y sub-fases, determinamos los porcentajes del desempeiio del
sujeto durante la prueba de discriminacion auditiva por cada nivel de estimulo,
incluyendo las respuestas que corresponden a los estimulos NO-GO, lo que permiti6

la construccion de curvas psicométricas.

7.1. Diseiio estadistico

Para probar alguna diferencia significativa en la Discriminacion auditiva de tonos
puros, cuantificamos los distintos Tiempos de palanqueo y los comparamos en
distintos dias. Debido a que nuestros datos no se distribuyeron normalmente (Prueba
Kolmogorov-Sminov, P < 0.05), y no mostraron homogeneidad en su varianza
(Prueba de Levene, P < 0.05), realizamos la prueba no-paramétrica de Kruskal-
Wallis, bajo la hipdtesis nula que las diferencias en las variables dependientes fueron

las mismas. Posteriormente, aplicamos varias pruebas post hoc U de Mann-Whitney
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y empleamos la coreccion de Bonferroni. Todos los efectos fueron reportados como

significativos si P <0.0014.

7.2. Hipotesis estadistica

Hi: El desarrollo e implementacion de un sistema de adecuacion y el
entrenamiento de ratones en libre movimiento generan herramientas y datos
experimentales para el estudio del aprendizaje y la via auditiva de los sujetos

experimentales.

Hoy: El desarrollo e implementacion de un sistema de adecuacion y el entrenamiento
de ratones en libre movimiento no generan herramientas y datos experimentales para

el estudio del aprendizaje y la via auditiva de los sujetos experimentales.

8. Logistica
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8.1. Recursos humanos

1) Un experimentador.

2) Dos especialistas en los temas para supervisar los experimentos.

8.2. Recursos materiales

1) Cuarto aislado con las condiciones necesarias para el mantenimiento de los
ratones (control de humedad, control de temperatura, ciclo luz-oscuridad de

12 horas).

2) Computadora con el software algebraico computacional MATLAB.

3) Software SOLID-WORKS para el diseno de piezas en 3D.

4) Bocinas para la presentacion de estimulos.

5) Material de acrilico para la construccion de la caja de condicionamiento, tubo

de 38.1 mm de diametro.

6) Tarjeta de hardware ARDUINO.
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7) Sensores Opto-acopladores de Barrera.

8) Palanca de acero inoxidable.

9) Valvula solenoide normalmente cerrada (Cole-Parmer).

10) Material quirGirgico para raton.

8.3. Recursos financieros

Para la realizacion de este estudio no se requirieron recursos financieros, ya que los
recursos materiales fueron provistos por el Laboratorio de Neurofisiologia
Integrativa del Instituto de Fisiologia de la Benemérita Universidad Autonoma de

Puebla.

Asimismo, los ratones fueron brindados por el bioterio Claude-Bernard de la

Benemérita Universidad Autéonoma de Puebla.
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9. Resultados

9.1 Hardware

Se equipd y adaptd una habitacion en el laboratorio de Neurofisiologia Integrativa,
la cual cuenta con material de aislamiento acustico, asi como control de temperatura
mantenida a 23°C y humedad al 20%. Dicha habitacion se iluminé
independientemente, manteniendo un ciclo de luz-oscuridad 12am-12pm (todos los

experimentos se realizaron durante la fase oscura, en un horario de 8 am a 11 am).

El sistema de entrenamiento de ratones en libre movimientos se desarrolld con
el software “SolidWorks” CAD (diseiio asistido por computadora, por sus siglas en
inglés) para modelado mecanico en 2D y 3D. Construimos una caja de
condicionamiento operante con las medidas (30x35x25 cm) (Figura 8), y un tubo de
acrilico de 38.1mm. Lo anterior, para la adecuacion del sujeto experimental al
condicionamiento, el facilitamiento del entrenamiento del sujeto y para brindar
soporte. En dicho tubo se encuentra una palanca de acero inoxidable de una longitud

de 30 milimetros y a ~15 mm de las extremidades anteriores del sujeto experimental.
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Figura 8. Disefio de caja de Skinner o caja de condicionamiento operante para

experimentos de raton en libre movimiento.

Para la administracion automatizada de recompensa (agua), se usé una valvula
solenoide normalmente cerrada operada por un circuito electronico que se muestra
en la Figura 9. Su funcionamiento se basa en el hecho de que la valvula solenoide se
abre al cargarse por una fuente de 12 volts. Se requiere, por lo tanto, un circuito
electronico que acople la sefial proveniente del Arduino (5 volts) con la etapa de

potencia (12 volts) que permitird al solenoide conmutar entre abierto y cerrado.
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El circuito funciona de la siguiente manera: en el momento en que el
ARDUINO comande un 1 légico en el pin Digital 5 (D5) activard al LED del
integrado PS817C, el cual es un opto-acoplador integrado. Enseguida, envia una
seflal luminosa a la base del fototransitor, el cual estd conectado a la base del
Transistor BJT 2n2222 y a la base del transistor de potencia TIP 35C. La activacion
de €stos produce la energizacion del solenoide, y subsecuentemente el paso de agua

a través de la canula. Por lo que, la activacion se hara en cascada.

+12V tI2V oy

20 |

460 ) :
Vilvula
solenoide

38

-1 PS817C TIP35C

Seiial proveniente del arduino :> -

Figura 9. Circuito electronico para la automatizacion de la administracion de la

recompensa controlada por una vélvula solenoide Cole-Parmer.

A su vez, se habilit6 un puerto de recompensa o “lickport” que estéd
constituido por un cilindro de acero inoxidable de 1.5 mm de didmetro, conectado
a la valvula solenoide. Este se coloco aproximadamente a 0.5 mm del labio inferior

del sujeto, cuando este permanecio dentro del tubo.
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Para construir el sistema de liberacion de recompensa adaptamos a la valvula
solenoide a una canula de 4 mm de didmetro. Dicha canula estaba conectada a un
deposito de liquido a una altura de 2.15 m y al lickport de acero inoxidable de 2.5
mm de diametro. Obedeciendo la ecuacion de Bernoulli el flujo volumétrico en su

parte terminal fue de 2.188x10° m?/s

Controlamos el sistema con una placa de Hardware ARDUINO -UNO, la cual
se conecto a la interfaz de una computadora con el software MATLAB, a través de la
paqueteria “MATLAB- ARDUINO” (Arduino Support from MATLAB). En la placa
ARDUINO habilitamos tres salidas y dos entradas digitales. Las tres salidas
corresponden a la alimentacidon de 5 Volts de la palanca, al circuito electronico para
la valvula solenoide y a la alimentacion de la recompensa manual. Las entradas
digitales corresponden a la lectura de la activacion de la palanca, de la recompensa
manual y los dos opto-acopladores de barrera, los cuales se localizan en la porcion

central del tubo de acrilico, y el otro en el puerto de recompensa.

Ademas, colocamos el sistema computacional en una habitacion donde
tuvimos control total del experimento y ajena de la habitacion de experimentacion.
Asimismo, se coloc6 un botén de recompensa manual, que permitié al
experimentador reforzar la conducta tras la correcta realizacion de la tarea
discriminativa. En ésta disposicion se logro evitar cualquier interferencia con las
sesiones experimentales. En la Figura 10 se muestra el disefio y montaje para la

realizacion de los experimentos cognitivos conductuales.
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Figura 10. Representacion general del disefio y montaje de la tarea cognitivo-
conductual de ratones C57/BL6. El montaje incluye una computadora que contiene
codigos programados en el sistema computacional MATLAB, que a su vez mandan
sefiales por los canales digitales de una placa ARDUINO-UNO para controlar el
suministro de recompensa a través de la valvula solenoide y registrar las sefiales de

la palanca dadas por el sujeto experimental.
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9.2 Software

En el software de sistema algebraico computacional (MATLAB), programamos una
serie de codigos en combinacion con la placa de desarrollo de hardware

(ARDUINO), gracias a la paqueteria de MATLAB- ARDUINO.

Por otra parte, se habilitdo un canal digital de recompensa manual, el cual,
permitio tener control externo sobre la recompensa en tiempo real del sujeto
experimental. Debido a la combinacion de dichas herramientas, logramos controlar
los aspectos que son necesarios para el aprendizaje asociativo y el condicionamiento

de los ratones de la cepa C57BL/6.

Para la grabacidon y monitoreo de todas las sesiones experimentales se utilizo
el software OBS, el cual es un paquete de software gratuito y de codigo abierto para
grabacion y transmision en vivo. OBS nos proporcion6 captura en tiempo real de
fuentes y dispositivos, composicion de escenas, codificacion, grabacion y

transmision.

9.2.1 Tarea de discriminacion auditiva. Tonos puros
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La tarea de discriminacién auditiva de tonos puros hace referencia a la tarea en la
cual el sujeto experimental debe responder con la activacion de la palanca u
operandum ante la presencia de estimulos auditivos de la misma frecuencia (2500
Hz) pero de distintas intensidades en decibeles (42, 51, 53 y 61 dB). Para esto se
propuso una tarea GO-NoGO, en la cual el sujeto al categorizar el estimulo como un
tono de intensidad alta, debe activar el operandum (condicion GO). En cambio, si el
estimulo se categoriza de intensidad baja, el raton no debe responder y no se activa

el operandum (condicién No-GO).

Como resultado de esta tesis proponemos un protocolo experimental dividido
en 5 fases de entrenamiento: 1) Fase 0 de entrenamiento, la cual corresponde a los
dias de adecuacion del sujeto experimental al experimentador. En dicha fase se toma
al ratén por intervalos de tiempo de 10 a 15 minutos, (Véase Fase de Entrenamiento
General, Seccion 6.5.1). Posteriormente, el raton se indentifica, se pesa y se inicia
la “restriccion de agua”. Proporcionamos s6lo 1 ml diario, lo cual corresponde al
35% del consumo de agua ad libitum. 2) Fase 1 de entrenamiento, que corresponde
a la asociacion del operandum o palanca con la recompensa. 3) Fase 2, asociacion
de los cues auditivos de inicio de la prueba. 4) Fase 3 de entrenamiento, introduccion
del estimulo auditivo discriminativo. 5) Fase 4 de entrenamiento, aprendizaje de las

condiciones GO-NoGO.

También presentamos como resultado un programa computacional para el
control del protocolo experimental (Figura 11). Dicho programa es intuitivo, y es
muy facil de modificar, en caso de que se requiera modificar aspectos de la tarea de
discriminacion auditiva. Dichos cambios solo comprenden al nimero de ensayos por
sesion experimental y los niveles auditivos que el raton tendrd que discriminar en

las fases correspondientes.
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Figura 11. Cddigo del programa para el control de la tarea discriminativa de tonos

puros. Dicho cddigo, permite modificar el nimero de ensayos en la linea 2, o los
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I ™ nom | m %] D m %] D uditivaFaseCuatrom < | + |
1 function datos_experimento = DiscriminacionAuditivaFaseUno (control_arduino, N)
2 % Inicializar tiempos
3= iniciot = GetSecs();

4

5

6 % Inicializar Variables
7= inicio_prueba = nan(1,N);
8 — PsychPortAudio ('Open',5);
9

10 % Crear boton de terminacion de ejecucion prematura

A= fig handle = botonTerminarEjecucion();

12|= drawnow;

13= clc;

14

15= disp('Inicio Discriminacién Auditiva Fase 1:');

16— disp(' ");

17

18 % Inicio Prueba

18= for nprueba = 1:N

20— presiono palanca = 0;

21

22— while presiono_palanca ==

23 %Checar estado de la palanca

24

28|= presiono_palanca = control arduino.readDigitalPin('D3');

26— [keyIsDown, ~, ~ ] = KbCheck;

27 %Recompensa manual

28

29

30 — if presiono palanca || keyIsDown ==

31 % Tiempo de palanqueo

B2l inicio prueba (nprueba) = GetSecs() - iniciot;

33

34 % Tono correcto

S5] Beeper (3000, 0.2, 0.05);

36— pause (0.2);

Bills Beeper (3000, 0.2, 0.05);

38

39 % Dar recompensa

40 — control arduino.writeDigitalPin('D5', 1);

41 — pause (0.05) ;

42 — control arduino.writeDigitalPin('D5', 0);

43— presiono palanca = 1;

44 % Pausa de reinicio de prueba

45— pause (0.5);

46

47 — disp(['N:' num2str (nprueba) '/' num2str(N) ' T:' num2str(inicio_prueba (nprueba)

48 — end

49

50 % Boton presionado

S1L= drawnow;

52— if fig handle.UserData == 1

53)|= break;

54 — end

55)

56 — end

57

58 % Boton presionado

59— if fig handle.UserData == 1

60 — break;

61 — end

62 — end

T

[' datestr (datetime(),

niveles de discriminacion, asi como describir las fases de entrenamiento y

comandarlas.

Una vez que iniciamos el codigo controlador del protocolo, al experimentador

se le presenta en la parte inferior derecha los datos que aparecen en la Figura 12, los
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cuales tendra que completar. Dichos datos comprenden el nombre con el que se
identifica el sujeto experimental y la fase de entrenamiento en la que se encuentra.
De ésta forma, el codigo controlador compila a su vez al codigo de la fase
experimental que desea realizar. Posteriormente, el experimentador debe pulsar la

tecla “Enter”, y de ésta forma, comienza el protocolo experimental.

Command Window

>> TareaRAuditivaFases = - o0 x

Nombre del sujeto experimental: Raton 1 :
— Detener Experimento

fx Fase de entrenamiento: 4.2

Figura 12. Pre-inicio de la tarea de discriminacion auditiva de tonos puros, en la que
se le pide al experimentador el nombre del sujeto experimental y la seleccion de la

fase de entrenamiento en la que se encuentra el sujeto experimental.

Ante cada palanqueo, al experimentador se le mostrard en la parte inferior
derecha cada una de las respuestas del sujeto experimental. Esto permite monitorear
en tiempo real si el sujeto experimental emitid una respuesta correcta o incorrecta,
asi como el tiempo preciso en el que ocurre cada una de ellas. Dicha representacion

se muestra en la Figura 13.
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Command Window

Inicio Discriminacién Auditiva Fase 4 c/ 4 niveles = - o0 x

Detener Experimento

Snd () : Initializing PsychPortAudio driver for sound output.

PTB-INFO: Using specially modified PortAudio engine, based on offical version:
Snd () : PsychPortAudio will be blocked for use by your own code until you call
Snd () : If you want to use PsychPortAudio and Snd in the same session, make su
Snd () : stimulation sound device via calls to PsychPortAudio('Open', ...); *bef
Snd(): call to Snd() or any function that might use Snd(), e.g., Beeper() and

N:1/100 T:9.3346 [17:32:19]
CORRECTO! 100%
N:2/100 T:14.2388 [17:32:22]
ERROR 50%
N:3/100 T:20.5703 [17:32:29]
CORRECTO! 66.6667%

jklﬂ:4/100 T:25.0751 [17:32:33]

<

Figura 13. Inicio de la prueba de Discriminacion Auditiva de Tonos puros en la que
se muestra en tiempo real las respuestas producidas y el porcentaje de aciertos del

sujeto experimental, en este caso ratones de la cepa C57/BL6.

Al concluir el nimero de ensayos preestablecido, el codigo se detendra
automaticamente con el siguiente mensaje: “sesion experimental terminada”. Si el
sujeto experimental no abre antes al programa, se crea una carpeta automaticamente
con el nombre con el que se identifica el sujeto experimental. Dentro de €sta carpeta
se generara un archivo .mat con el formato siguiente y sin espacios: Nombre del
sujeto experimental, fase de entrenamiento en la que se coloco al sujeto y fecha en

que se realizo la sesion experimental (ario, mes, dia, hora, minuto, segundo).
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Si por cualquier motivo la sesion experimental debe interrumpirse antes de
que el sujeto experimental concluya los ensayos preestablecidos, solo se da clic en
el boton de término de la sesion experimental, el cudl se muestra en la Figura 12 y
Figura 13. Lo anterior, permite al experimentador cerrar de manera ordenada, asi
como, registrar y guardar cada una de las variables que se emitieron hasta ese

momento.

9.2.2 Programacion del software de entrenamiento

9.2.2.1 Codigo de la Fase 1

La proporcion de activacion del operandum y recompensa se programoé 1:1. Es
decir, cada activacion del operandum corresponde a la activacidon de la valvula
solenoide normalmente cerrada (Cole-Parmer) durante 8 ms. Esto corresponde a la
administracion de 6.25 pl de agua acompafiados de un tono doble de recompensa
(3000Hz, 50 dB, 50 ms). Un fragmento del script se muestra en la Figura 14. El
codigo registra y almacena automéaticamente cada una de las respuestas emitidas por

el sujeto experimental.
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12
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uatro.m +

% Parametros fijos

N = 400;

directorioGuardado = 'C:\Users\Estudiante\Desktop\DatosDiscriminacionAuditiva';
recompensaManual=[KbName ('r")];

RestrictKeysForKbCheck (recompensaManual) ;

% Inicializar Arduino y palanca
control_arduino = arduino;
control_arduino.writeDigitalPin('D12', 1);

% Datos experimento

nombre_animal = input('Nombre del sujeto experimental: ', 's');

fase_entrenamiento = 0;
tipofases = [1 2 3 4.1 4.2 4.3];

while ~ismember (fase_entrenamiento, tipofases)
fase_entrenamiento = input('Fase de entrenamiento: ');
end

% Checar que fase es
switch fase_entrenamiento

case 1

datos_experimento = DiscriminacionAuditivaFaseUno (control_arduino, N);
case 2

datos_experimento = DiscriminacionAuditivaFaseDos (control_arduino, N);
case 3

datos_experimento = DiscriminacionAuditivaFaseTres (control arduino, N);
case 4.1

min_volumen = 0.0003;

max_volumen = input ('Volumen Maximo: ');

lista_volumenes = [min_volumen max volumen]; % 2 discriminantes/niveles

datos_experimento = DiscriminacionAuditivaFaseCuatro(control arduino, N, lista volumenes);

case 4.2 % 4 discriminantes/niveles

min_volumen = 0.0003;

max_volumen = 0.3;

discriminante NoGo = 0.075;

discriminante Go = 0.225;

lista_volumenes = [min_volumen discriminante NoGo discriminante Go max_volumen]; % 4 discriminantes/niveles

datos_experimento = DiscriminacionAuditivaFaseCuatro(control arduino, N, lista volumenes);
case 4.3 % 6 discriminantes/niveles

min volumen = 0.0003;

max_volumen = 0.3;

discriminante_NoGo_1 = 0.075;

discriminante NoGo 2 = 0.1125;

discriminante Go 1 = 0.15;

discriminante Go_2 = 0.225;

lista_volumenes = [min_volumen discriminante NoGo_1 discriminante NoGo_2 discriminante Go_1 discriminante Go_2 max_volumen];
datos_experimento = DiscriminacionAuditivaFaseCuatro(control arduino, N, lista volumenes);
case 4.4
lista _volumenes = []; % 8 discriminantes/niveles
datos_experimento = DiscriminacionAuditivaFaseCuatro(control arduino, N, lista_volumenes) ;
case 4.5
lista volumenes = []; % 10 discriminantes/niveles

datos_experimento = DiscriminacionAuditivaFaseCuatro(control arduino, N, lista volumenes);
end
% Checar ubicacién de guardado de archivos
nombreArchivo = [nombre_ animal ' fase' num2str(fase entrenamiento) ' ' datestr(datetime(), 30) '.mat'];
carpetaGuardado = [directorioGuardado '\' nombre_animal '\'];
if ~isfolder (carpetaGuardado) % Crear carpeta si no existe

mkdir(carpetaGuardado);
end

% Guardar datos de la sesion
save ([carpetaGuardado nombreArchivo], 'datosiexperimento');

Figura 14. Fragmento del codigo fuente que se programo en el software algebraico
computacional MATLAB. En la linea 25 se muestra la lectura que se obtiene de la
activacion de la palanca. En las lineas 40 y 42, se ilustran los comandos en los que

la placa de hardware ARDUINO se comanda para la liberacion de recompensa.
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9.2.2.2 Codigo de la Fase 2

Después de la primera activacion del operandum, adicionamos un estimulo auditivo
que actiia como cue, o pista (2500 Hz, 100ms). Ello con el objetivo de que el sujeto
experimental pueda identificar que se presentard el estimulo discriminatorio

posterior a una pausa de 1.5s.

El sujeto experimental en ésta fase, identifica la primera activacion del
operandum como el inicio de la prueba. Enseguida, debe presionar la palanca una
vez mas. Después, se adiciona un tono doble de 3000 Hz, 50dB Y 50 ms, el cual se
denominoé tono de acierto, y se usd para el reforzamiento positivo de la conducta.
En éste momento, el sujeto experimental también obtiene la recompensa
correspondiente. A su vez, el raton puede iniciar el siguiente ensayo despué€s de una
pausa de 250ms. En ésta fase la relacion activacion del operandum y recompensa es

2:1.

La Fase 2 de entrenamiento es crucial, ya que le otorga al sujeto experimental
el poder absoluto de la presentacion de ensayos. Esto debido a que el raton inicia y
responde a cada uno de éstos. Ademas, permite al experimentador registrar y guardar
el momento preciso en que el sujeto experimental decide que se le presente el ensayo

siguiente. Dandole asi, completa autonomia al protocolo experimental (Figura 15).

64



| { vatro.m + |

1 function datos_experimento = DiscriminacionAuditivaFaseDos (control arduino, N)
2 % Inicializar tiempos

Bl iniciot = GetSecs();

4

5] % Inicializar Variables

6— inicio_prueba = nan(1,N);

74 inicio_tarea = nan(1,N);

8— inicio_estimulo = nan(1,N);

g= periodo_inicio = 1;

10 % PsychPortAudio ('Open',5);

11

12 % Crear boton de terminacion de ejecucion prematura

13— fig_handle = botonTerminarEjecucion();

aLat= drawnow;

15— clc;

16

17 disp('Inicio Discriminacién Auditiva Fase 2:');

18— disp(' ");

19

20 % Inicio Prueba

21 for nprueba = 1:N

22— presiono_palanca = 0;

23

24— while presiono palanca == 0

25 %Checar estado de la palanca

26— presiono_palanca = control_arduino.readDigitalPin('D3');
27

28 — if presiono_palanca == 1

29= if periodo_inicio == 1

30 % Tiempo de palanqueo

31— inicio_prueba(nprueba) = GetSecs() - iniciot;
32

33 % Tono inicio

34— Beeper (2500, 0.2, 0.075);

35

36 % Pausa de reinicio de prueba

Bil= pause (1.5);

38

39 % Cambiar palanqueo a periodo de respuesta
40 — periodo_inicio = 0;

41 — presionofpalanca =0;

42— disp(['N:' num2str(nprueba) '/' num2str(N) ' T:' num2str(inicio_prueba (nprueba)) ' [' datestr(datetime(), 'HH:MM:SS') ']']);
43

44 % Tono discriminativo

45— inicio_estimulo (nprueba) = GetSecs() - iniciot;
46 — Beeper (5000, 0.3, 0.075);

47— else

48 % Tiempo de palanqueo respuesta

49 — inicio_tarea(nprueba) = GetSecs() - iniciot;
50

51 % Tono correcto

521 Beeper (3000, 0.2, 0.05);

53— pause (0.2) ;

54 — Beeper (3000, 0.2, 0.05);

55

56 % Dar recompensa

57— control_arduino.writeDigitalPin('D5', 1);
58]= pause (0.05) ;

59 control arduino.writeDigitalPin('D5', 0);
60

61 % Cambiar palanqueo a periodo de inicio de prueba
62— periodo_inicio = 1;

63— disp('Correcto!');

64

65 % Pausa de reinicio de prueba

66 — pause (0.25) ;

67 — end

68 — end

Figura 15. Fragmento del cddigo fuente de la fase dos de entrenamiento en la que
se destaca los siguiente: 1) el tono de inicio en la linea 34, 2) el tono de respuesta

correcta en la linea 50 y 3) la pausa de reinicio de prueba en la linea 66.
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9.2.2.3 Codigo de la Fase 3 de entrenamiento

Esta fase consiste en la adicion de una ventana de tiempo de 1.5s posterior a la
primera activacion del operandum. Si después del primer palanqueo y del estimulo
de inicio de la prueba, el sujeto experimental realiza el otro palanqueo dentro de la
ventana de tiempo (1.5s), la activacion del operandum corresponde a un acierto.
Subsecuentemente, se libera la recompensa de agua correspondiente y el reforzador
positivo del tono de acierto. En caso contrario, si el segundo palanqueo no se realiza
dentro de la ventana de tiempo establecido, el raton se refuerza negativamente con
un tono de error establecido de (1500Hz, 55db, 1000ms ) y la pausa de reinicio de
la prueba aumentara (3.5s). Todos los datos correspondientes a aciertos o errores son

registrados y guardados automaticamente en el momento en el que ocurren.

9.2.2.4 Codigo de la Fase 4 de entrenamiento

En la Fase 4 del c6digo, ademas de todas las funciones anteriores, se adicionaron los
estimulos auditivos discriminatorios, dicha fase se subdivide segtn los niveles que

el experimentador decida presentarle al sujeto experimental.

En la Fase 4.1, se colocaron dos estimulos discriminativos: 1) un estimulo que
corresponde a la condicion GO (5000Hz, 61dB, 150ms) y 2) un estimulo
correspondiente a la condicion No-GO de (5000Hz, 42dB, 150ms). Si el sujeto
experimental contesta correctamente; es decir, activa la palanca en la condiciéon GO
o no activa la palanca en la condicion No-GO, se obtiene la recompensa

correspondiente y se reproduce el tono de respuesta correcta (3000 Hz, 50dB, 50 ms)
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que actiia como el reforzador positivo. En caso contrario, cuando el raton activa la
palanca en la condicion No-GO, o no activa la palanca en la condicion GO, el sujeto
experimental recibe el tono que corresponde a una respuesta incorrecta (1500Hz,

55db, 1000ms ) y la pausa de reinicio de la prueba aumenta a 3.5s.

La Fase 4.2 corresponde a la adicion de dos estimulos mas de discriminacion:
1) uno en la condicion GO de 5000Hz, 51dB, 150ms y 2) otro en la condicion No-
GO de 5000Hz, 53dB, 150ms. En ésta fase el raton debe discriminar 4 distintos
estimulos auditivos y categorizarlos. En caso de estar en un acierto, o un error, las

condiciones previamente descritas se cumplen.

La Fase 4.3 agrega dos estimulos mas al protocolo experimental, lo cuales se
distribuyen en la condicion GO y en la condicion No-GO. En este momento, la

prueba se convierte en la discriminacion de seis niveles de discriminacion.

Es importante sefalar que todos los estimulos se presentan de manera aleatoria
en cada una de las fases de entrenamiento del protocolo experimental. La adicion de
niveles de discriminacidn hace a la prueba cada vez mas especifica y permite estudiar
la sensibilidad auditiva del sujeto experimental, ya que las variaciones entre los
estimulos de discriminacion pueden llegar a ser tan especificos como 2 dB. Lo
anterior aumenta la complejidad de la prueba y permite responder preguntas cada

vez mas complejas de la via auditiva.
De manera interesante, la facilidad y autonomia del programa le da completo

poder al experimentador de modificar el protocolo experimental. Le permite

adicionar hasta 10 niveles de discriminacion con diferencias especificas de la
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intensidad de sonido. Asi también, cada una de las especificaciones descritas con

anterioridad pueden enfocarse de manera diferencial a la pregunta experimental.

9.2.3 Software de analisis de datos.

Para el andlisis de los datos correspondientes a los protocolos experimentales se
disefiaron dos programas, uno para la prueba de discriminacion de tonos puros y el
segundo para la tarea de discriminacion ruido-tonos. Lo cual, permiten al
experimentador automatizar y analizar cada una de las sesiones experimentales de
una manera practica y sencilla. Ademas, visualizar de manera grafica cada una de

las sesiones experimentales.

El andlisis de la prueba de discriminacion auditiva de tonos puros se realizo
al pulsar en el programa correspondiente. Dicho programa se muestra en la Figura
16. Posteriormente, el programa desplegd una carpeta en la que se encuentran todas
las sesiones experimentales que se realizaron. Dependiendo de la fase experimental
en la que se encuentra, el programa hizo lo siguiente. Si la sesion experimental a
analizar se encontraba en las fases 1 y 2, simplemente se graficaron los datos
correspondientes al tiempo de activacion del operandum, asi como, la duracién de
toda la sesion experimental. Si la prueba se termind o interrumpid, se mostrd la
activacion de la recompensa emitida por el experimentador, o recompensa manual.
Es decir, si las respuestas se realizaron dentro de la ventana de tiempo preestablecida.
El analisis de la fase 3 consistid en el registro de los tiempos de activacion y del
porcentaje de desempeiio que el raton obtuvo en la sesion experimental. El analisis
de la fase 4 correspondi6 a la obtencion de las graficas de la sesion experimental.
Asi como, el ajuste de la linea para la construccion de las curvas psicofisicas.

Ajustamos todos los datos a una distribucion Weibull.
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Para el analisis de la prueba de discriminacion tono-ruido, programamos en el
mismo software de la tarea. Obtuvimos la curva en tiempo real y construimos las

curvas psicofisicas ajustando los datos a una distribucion Weibull.

-

I [ [ watrom | balibolom | VisualizacionDesempeno.m

1 % Visualizacién desmpefio discrimacién auditiva
2 % Seleccionar datos a visualizar
3= [archivos_seleccionados, folder] = uigetfile('*.mat', 'Multiselect', 'on');
4— if ~iscell(archivos_seleccionados)
3= temp = archivos_seleccionados;
6— archivos_seleccionados = {};
7= archivos_seleccionados{1} = temp;
8- end
9
10 %% Cargar datos de los archivos
A= sub_dim = numSubplots (length(archivos_seleccionados));
12/= for indice archivo = 1:length(archivos_seleccionados)
13|~ archivo = fullfile(folder, archivos_ seleccionados{indice_archivo});
14 — load(archivo); % Variable: datos experimento
15
16 % Calcular desempefio
17/|= niveles _estimulo = unique (datos_experimento.estimulos (~isnan(datos_experimento.estimulos)));
18 — desempeno_tarea = splitapply(@nanmean, datos_experimento.respuestas, findgroups(datos_experimento.estimulos));
19— desempeno_tarea(niveles_estimulo < mean(niveles estimulo)) = 1 - desempeno_tarea(niveles_estimulo < mean(niveles_estimulo));
20
21 % Calcular Weibull acumulada
P2l fun = @(p_optim) (wblcdf (niveles_estimulo*1/max (niveles_estimulo),p_optim(1l),p optim(2))*p optim(3)+p optim(4))-desempeno_tarea;
23= p_optim0 = [0.5 5 1 0];
24 — 1i = [0.25 1.5];
251 1s = [1 10];
26
27 p_optim = lsgnonlin(fun, p_optim0, 1i, 1s);
28
28 xprueba = 0.001:0.01:1;
30— yprueba = (wblcdf (xprueba,p_optim(1l),p_optim(2))*p_optim(3)+p_optim(4));
32 % Graficar desempefio
= subplot (sub_dim(1), sub dim(2), indice archivo);
34— plot (xprueba, yprueba) ;
Bi5| = hold on
36— scatter (niveles_estimulo*1/max (niveles_estimulo), desempeno_tarea, 'filled');
37 % hold off;
38
38= xlabel ("dB");
40 — ylabel ('Probabilidad de respuesta');
41
42 — xticks ([niveles _estimulo*1/max(niveles _estimulo)]);
43 — xticklabels (niveles estimulo);
44
45 — xlim([min(niveles estimulo*1/max (niveles estimulo))-0.05, max(niveles estimulo*l/max(niveles_estimulo))+0.05]);
46 — ylim([-0.05, 1.05]);
47
48 — th = title(archivos_seleccionados{indice_archivo});
49 — th.Interpreter = 'none';
50— end

Figura 16. Software de analisis de datos. Se ilustra parte del codigo al ejecutar dicho

programa dependiendo de la sesion experimental. Con este codigo se obtienen
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graficas de las curvas psicométricas correspondientes a la sesion experimental

realizada.

9.3 Aprendizaje

La asociacion de los estimulos del ambiente que llevan a una conducta deseada se
considera como Aprendizaje asociativo (Gottlieb, 2012). Por lo cual, determinamos
que los sujetos experimentales, tomando la tarea de Discriminacion Auditiva de
tonos puros, eran capaces de lograr €ste tipo de aprendizaje, enfatizando que el
proceso se lleva acabo desde las fases iniciales de nuestro protocolo experimental.
Llevando asi, el proceso de aprendizaje continuo y sin retrocesos, optimizando de

esta manera el desempefio de los sujetos experimentales en el protocolo propuesto.

En la Fase 1, de asociacion de la palanca con la recompensa, los sujetos
experimentales fueron capaces de encontrar la palanca y su funcion en 4 + 2 sesiones
experimentales. En esta fase, los ratones realizaron 200 ensayos en hasta 5 minutos.

La representacion de la Fase 1 experimental se muestra en la Figura 17.

Por otra parte, realizamos experimentos de Discriminacion auditiva de tonos
puros en dos ratones (N= 2), de los cuales obtuvimos un total de 3287 “tiempos de
palanqueos’ para la Fase 1 de entrenamiento (Raton 1, n= 1711, Ratén 2, n= 1576)

en 9 dias, respectivamente.
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Raton 2. Fase 1, Tarea Discriminacion Auditiva por Fases
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Figura 17. Fase 1 de la tarea de d

9. En las cuales

10n

desde la sesion 1 hasta la ses

b

el tiempo total en realizar la prueba

se presentaron 200 ensayos al sujeto experimental.
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Para los dos ratones, la prueba no-paramétrica de Kruskal-Wallis revelo
diferencias estadisticamente significativas en los Tiempos de palanqueos en los
distintos dias de registro (Raton 1: H (8)=683.31, P <0.0001*** Raton 2: H (8)=
385.92, P < 0.0001***), Debido a éstas diferencias estadisticas, en cada sujeto
realizamos varias pruebas no-paramétricas de U de Mann-Whitney para comparar
los Tiempos de palanqueos correspondientes a cada dia:

1vs.2 2vs.3, 3vs.4, 4vs.5 S5vs.6, 6vs.7, Tvs.8 8vs. 9,

1vs.3, 2vs.4, 3vs.5, 4vs.6, S5vs.7, 6vs.8, 7Tvs.9,

1vs.4, 2vs.5, 3vs.6, 4vs.7, 5vs.8, 6vs.9,

, 3vs.7, 4vs.8, S5vs.9,
2vs.7, 3vs.8, 4vs.9,

5, 2vs. 6

6, 7

7, 2vs.8 3vs.9,
8, 9

9.

1vs
1vs
1vs

1vs 2 vs.

b

1 vs.

En el raton 1, las comparaciones multiples mostraron diferencias
significativas entre 1vs. 2 (U = 4355,z =-8.87, r=-0.5, P < 0.0001,***), 1vs. 4 (U
= 6533,z =-11.65, r = -0.58, P < 0.0001,***), 1vs. 5 (U= 10860, z =-7.91, r = -
0.4, P <0.0001,***), 1vs. 6 (U = 10364, z = -8.34, r = -0.42, P < 0.0001,***), 1vs.
7(U=6360,z=-11.8,r=-0.59, P<0.0001,***), 1vs. 8 (U=8167,z=-10.24, r =
-0.51, P <0.0001,***), 1vs. 9 (U= 2265, z=-15.34, r=-0.77, P < 0.0001,**%*), 2
vs. 3 (U=4104,z=-9.21,r=-0.52, P <0.0001,***), 2 vs. 4 (U=1602,z=-12.5,
r=-0.71, P <0.0001,***), 2 vs. 5 (U= 2549, z=-11.26, r = -0.64, P < 0.0001,**%*),
2 vs. 6 (U=12449, z=-11.39, r = -0.65, P < 0.0001,***), 2 vs. 7 (U = 1587, z = -
12.52, r = -0.71, P < 0.0001,***), 2 vs. 8 (U = 2023, z = -11.95, r = -0.68, P <
0.0001,***), 2 vs. 9 (U= 1009, z=-13.28, r =-0.75, P < 0.0001,***), 3 vs.4 (U=
6290, z=-11.86, r=-0.59, P <0.0001,***), 3 vs. 5 (U= 11257, z=-7.56, r =-0.38,

73



P <0.0001,%**), 3vs.6 (U= 10760, z=-7.99, r =-0.4, P < 0.0001,***), 3 vs. 7 (U
= 6240, z=-11.9, r = -0.6, P < 0.0001,***), 3 vs. 8 (U = 8394, z = -10.04, r = -0.5,
P < 0.0001,%**), 3 vs. 9 (U= 1296, z = -16.18, r = -0.81, P < 0.0001,%**), 4 vs. 5
(U= 13196, z=-5.89, r=-0.3, P < 0.0001,***), 4 vs. 6 (U= 13550, z=-5.58, r = -
0.28, P < 0.0001,***), 4 vs. 9 (U = 11372, z = -7.46, r = -0.37, P < 0.0001,%**), §
vs. 7(U=12941,z=-6.11, 7=-0.31, P <0.0001,***), 5 vs. 9 (U= 5899, z = -12.2,
r=-0.61, P <0.0001,%**), 6 vs. 7 (U= 13300, z=-5.8, r=-0.3, P < 0.0001,%**), 6
vs. 9 (U=5886,z=-12.2, 7 =-0.61, P < 0.0001,%**) 7 vs. 9 (U= 12359, z = -6.61,
r=-0.33, P <0.0001,%**), 8 vs. 9 (U= 7838, z=-10.52, r = -0.53, P < 0.0001,*%),

No asi para, 1vs. 3 (U= 18137,z=-1.61,r=-0.11, P=0.108), 4 vs. 7 (U =
19442, z = -0.48, r = -0.02, P = 0.629), 4 vs. 8 (U=16416,z=-3.1,r=-0.16, P =
0.002), 5 vs. 6 (U=19445,z=-0.48,r=-0.02, P=0.631), 5 vs. 8 (U= 16424,z =
-3.09, r =-0.15, P=0.002), 6 vs. 8 (U =16880,z=-2,7,r=-0.14, P=0.007) y 7
vs. 8 (U=15933, z=-3.52, r=-0.18, P = 0.004), (ver Tabla 2).

Por otra parte, en el ratobn 2, las comparaciones multiples mostraron
diferencias significativas entre 1vs. 3 (U = 2452, z = -5.42, r = -0.34, P <
0.0001,***), 1vs. 4 (U = 1747, z = -6.98, r = -0.44, P < 0.0001,***), 1vs. 5§ (U =
1790, z =-6.88, r =-0.44, P <0.0001,***), 1vs. 6 (U = 1080, z=-6.71, r =-0.51, P
< 0.0001,***), 1vs. 7 (U=2179, z=-6.02, r = -0.38, P < 0.0001,***), 1vs. 8 (U =
3272,z=-3.6,r=-0.23, P <0.0001,***), 1vs. 9 (U=1014,z=-8.6,r=-0.54, P<
0.0001,***), 2 vs. 3 (U=28397,z=-10.04, r =-0.5, P <0.0001,***), 2 vs. 4 (U=
5280,z=-12.73, r=-0.64, P <0.0001,***), 2 vs. 5 (U =5037,z=-12.94, r = -0.65,
P <0.0001,***), 2 vs. 6 (U= 3151, z=-11.46, r = -0.63, P < 0.0001,***), 2 vs. 7
(U=8239,z=-10.17,r=-0.51, P < 0.0001,***), 2 vs. 8 (U= 14219,z =-5.00, r =
-0.25, P <0.0001,***) 2 vs. 9 (U= 2215, z=-15.38, r=-0.77, P < 0.0001,***), 3
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vs. 8 (U= 14314, z = -4.92, r = -0.25, P < 0.0001,%**), 3 vs. 9 (U= 12103, z = -
6.83, r = -0.34, P < 0.0001,%**), 4 vs. 8 (U = 13435, z = -5.68, r = -0.29, P <
0.0001,%*%), 4 vs. 9 (U = 11267, z = -7.55, r = -0.38, P < 0.0001,%**), 5 vs. 8 (U =
13101, z=-5.97,  =-0.3, P < 0.0001,%**), 5 vs. 9 (U= 11384, z=-7.45, r = -0.37,
P <0.0001,%*%), 6 vs. 8 (U= 7593, z=-6.13, r = -0.34, P < 0.0001,***), 6 vs. 9 (U
= 9156, z = -4.25, r = -0.24, P < 0.0001,***), 7 vs. 8 (U= 15388, z=-3.99, r=-0.2,
P <0.0001,%*%), 7vs. 9 (U= 13279, z=-5.81, r=-0.3, P < 0.0001,***), 8 vs. 9 (U
= 8698, z=-9.78, r = -0.49, P < 0.0001,%**),

No asi para, 1vs. 2 (U=4707, z=-0.43, »r =-0.03, P = 0.669), 3 vs. 4 (U =
17830, z =-1.88, r =-0.09, P=0.061), 3 vs. 5 (U= 17564,z =-2.11,r=-0.11, P=
0.035), 3vs. 6 (U=10760,z=-2.33,r=-0.13, P=0.02),3 vs. 7(U= 19335,z =-
0.58, r=-0.03, P=0.565), 4 vs. 5 (U= 19697, z =-0.26, r = -0.13, P =793), 4 vs.
6 (U=10995, z=-2.05,r=-0.11, P=0.041), 4 vs. 7 (U = 19595, z =-0.35, r = -
0.018, P =726),5 vs. 6 (U= 11235,z=-1.76, r =-0.09, P = 0.079), S vs. 7 (U =
19805, z=-0.17, r=-0.009, P =0.866) y 6 vs. 7 (U= 11239, z=-1.75, r =-0.09, P
=0.08), (ver Tabla 2).

Con este analisis estadistico, demostramos que nuestro protocolo
experimental desde fases iniciales y sin un gran nimero de sesiones, fue capaz de
llevar a los sujetos experimentales a lograr el aprendizaje deseado. Ademas de
responder a los estimulos con una alta eficacia y optimizando el tiempo total de la
prueba. Logramos asi, que el sujeto experimental no tuviera un decremento en el
aprendizaje, ni en su desempefio en fases posteriores y cada vez mas complejas como

se describe a continuacion.
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Prueba post hoc U de Mann-Whitney (P)

Raton 1
1 |2 | 3 |4 | s |6 |7 |8 |9 |
0.0001 0.0001 | 0.0001 | 0.0001 | 0.0001 | 0.0001 | 0.0001

0.0001 | 0.0001 | 0.0001 | 0.0001 | 0.0001 | 0.0001 | 0.0001
0.0001 | 0.0001 | 0.0001 | 0.0001 | 0.0001 | 0.0001

0.0001 | 0.0001

Dias

0.0001

0.0001 0.0001
0.0001 0.0001

0.0001
0.0001

Raton 2
1 | 2 |3 | 4 | s |6 |7 |8 |9 |
0.0001 | 0.0001 | 0.0001 | 0.0001 | 0.0001 | 0.0001 | 0.0001

0.0001 | 0.0001 | 0.0001 | 0.0001 | 0.0001 | 0.0001 | 0.0001
0.0001 | 0.0001

Dias

0.0001 | 0.0001

0.0001 | 0.0001

0.0001 | 0.0001
0.0001 | 0.0001
0.0001

Tabla 2. Analisis estadistico para las comparaciones multiples de los Tiempos de
palanqueo de la tarea de discriminacion auditiva de tonos puros. El ajuste de
Bonferroni indica que existen diferencias estadisticamente significativas si P <
0.0014.



Para la Fase 2, solo fueron necesarias 5 sesiones mas, para realizar la
asociacion de los estimulos auditivos relacionados al inicio de la prueba. Ademas, el
sujeto experimental realiz6 el palanqueo consecutivo para la obtencion de la
recompensa, el promedio de la duracion de la sesién experimental fue de 12 minutos

+ 2 minutos.

En la Fase 3, que consiste en la implementacion de la ventana de tiempo, los
ratones fueron capaces de reconocer dicha ventana y responder dentro de la ventana
de tiempo preestablecida a través de las sesiones experimentales (Figura 18). Esto

generod una alta efectividad y disminucion en el tiempo transcurrido en el protocolo

S$2. Discriminacién Auditiva Tonos Puros. Fase3 S$3. Discriminacion Auditiva Tonos Puros. Fase3

% Desempeiio

0.2 4 0.2 4

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Sesiones (t dias) Sesiones (t dias)

experimental, logrando hacer 200 ensayos en menos de 8minutos + 2 minutos.

Figura 18. Desempeiio de los sujetos experimentales durante la Fase 3 de la tarea
de discriminacion auditiva. Se realizaron regresiones lineales con valor R= 0.707,
n= 22 porcentajes, N=1 raton y R= 0.525, n=50 porcentajes, N=I raton,

respectivamente.
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En la Fase 4, al raton se le presentaron los estimulos de discriminacion, su
desempefio durante las sesiones experimentales en la fase 4.1 se muestra en la Figura
19. Para dos niveles de discriminaciéon (42dB, 61dB), se observa una tendencia
ascendente en el desempefio del sujeto experimental, asi también para la fase 4.2 con
cuatro niveles de discriminacion. Lo anterior demuestra la fiabilidad de nuestro
disefio de la tarea, ya que el sujeto experimental era capaz de discriminar los 4
niveles distintos (42dB, 51dB, 53Db y 61dB), con una alta especificidad y con solo
una variacion de dos dB entre los estimulos. A su vez, se comprueba la gran
capacidad auditiva y de discriminacién de estimulos para los ratones C57/BL6,
dichos datos se representan en las curvas psicomeétricas que se muestran en la Figura

20y 21.

Ratén 2. Fase 4 de entrenamiento
Tarea de Discriminacion Auditiva por fases
Tonos Puros

% Respuestas Correctas

30

Sesiones

Figura 19. Desempefio de la Fase 4.1, referido a la discriminacion de 2 niveles de
discriminacion de 42dB y 61 dB a través de 33 sesiones experimentales. Se realizo

una regresion lineal con R= 0.845, n=33 porcentajes, N=1 raton.
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Raton 2. Fase 4.2. 2019-10-14. Discriminaciéon Auditiva Tonos Puros

1.0

0.8 1

0.6

% Respuestas

0.4

0.2

0.0

dB

Figura 20. Curva psicoOmetrica representativa de una sesion experimental de la Fase
4.2 con 4 niveles de discriminacion (42, 51, 53 y 61dB). Se realiz6 un ajuste de curva

Weibull para la representacion de la curva psicométrica.

La representacion de las respuestas en una curva psicomeétrica como las que
se muestran en la Figura 21, demuestran el proceso de aprendizaje y discriminacion
de los distintos estimulos auditivos. El sujeto experimental fue capaz de obtener una
respuesta ante los estimulos con altos decibeles (condicion GO) y una inhibicion
ante los estimulos con bajos decibeles (condicion No-GO) establecidos.
Demostramos asi, la alta especificidad en la discriminacion de estimulos auditivos,

asi como la eficiencia de nuestro set experimental.
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Desempeno Total. Discriminacion Auditiva

15
1 //—
09 5 s |

P =

08

0.7

06

05

Probabilidad de respuesta

/)

- 7 y -~ -
" Y
or =
42 51 53 61
dB

Figura 21. Conjunto de curvas psicométricas durante 14 sesiones experimentales,
en la Fase 4.2 de la tarea de discriminacion auditiva con 4 niveles de discriminacion
(42, 51, 53 y 61dB). Se resalta en rojo el promedio de dichas curvas psicométricas.

Se realiz6 un ajuste Weibull en cada curva psicométrica.
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10. Discusion

El comportamiento comprende cualquier accion que un organismo realice, sin
importar si se observa o no. El énfasis del estudio del comportamiento debe
apreciarse en el marco de la biopsicologia, ya que el comportamiento es una
determinante crucial evolutiva de supervivencia. De ésta manera el estudio del
comportamiento es crucial, y es una herramienta esencial para el estudio de las
neurociencias. Asi, tomando una perspectiva analitica del comportamiento, podemos
examinar los procesos neurofisiologicos que subyace en las relaciones funcionales

establecidas entre el comportamiento y su ambiente.

Donahue y Palmer en 1994 escribieron textualmente que "El andlisis a nivel
conductual define los limites dentro de los cuales deben operar los mecanismos
fisiologicos subyacentes". De €sta manera, el estudio de la conducta puede explicar

y aportar conocimiento a la rama de la neurofisiologia y las neurociencias.

Sin embargo, el estudio de la conducta pura, como es el caso de la etologia no
brinda los conocimientos multidisciplinarios para la explicaciéon de las bases
neurofisiologicas del comportamiento. Es necesario un elemento mas, que es el
aprendizaje. El aprendizaje es existencial, asi que su estudio debe ser complejo y
multidisciplinario. Durante los siglos pasados, los investigadores de distintos
campos de la ciencia han propuesto teorias para explicar como los humanos y

animales se comportan y aprenden.

81



El aprendizaje se define como una respuesta a los requerimientos del ambiente
(Gottlieb y cols. 2012). Ademas, la consolidacion del estudio del aprendizaje se basa
en los descubrimientos y estudios de condicionamiento operante de Skinner. A partir
de ahi, el control de variables para un protocolo experimental abre cualquier tipo de
posibilidades para el estudio de las funciones cognitivas y sensoriales tanto de

humanos como animales.

Una de las principales ventajas de un enfoque analitico de comportamiento,
como el del condicionamiento operante, es que enfatizan la metodologia
experimental de un solo sujeto y el control preciso de las variables (es decir, influir
directamente en el comportamiento del organismo unico sin depender de medidas

agregadas) que oftrece.

De ésta manera al utilizar el conocimiento sobre la conducta y las bases del
aprendizaje asociativo, especificamente el condicionamiento operante, se cumplio el
objetivo de ésta tesis. Dicho objetivo fue disefiar tanto en hardware, como software,
un set experimental que permitiera ese control preciso de las variables. Ademas de
que fuera una herramienta para el estudio del aprendizaje y la fisiologia de la

cognicidn en la via auditiva de los sujetos experimentales.

Es por eso que lo aqui descrito es de suma importancia, ya que logra por
primera vez en el laboratorio de Neurofisiologia Integrativa experimentos
conductuales en libre movimiento, innovando desde la metodologia descrita en €sta

tesis, como cada uno de los componentes de hardware y software.
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Ademas, logramos construir componentes del Zardware con un bajo costo y
elaborar un software muy sencillo y flexible, que permite al experimentador control

absoluto de cada una de las variables.

Actualmente el set experimental disefiado, se esta empleando para demostrar el
la resonancia estocastica en la via auditiva en ratones en libre movimiento, en la tesis
intitulada “Implementacion y caracterizacion de una prueba cognitiva de

procesamiento central auditivo en el raton en libre movimiento”.

Coémo parte de las perspectivas y nuevas preguntas que se abren a partir de
¢sta tesis, se disefid una tarea mas de discriminacion auditiva GO-NoGO, pero con
el objetivo de que el sujeto experimental discriminara entre un tono puro y un
estimulo de ruido blanco superpuesto. La descripcion a detalle del software de dicha

tarea se muestra en el Anexo 12.3.

También, se estandarizd una cirugia en los sujetos experimentales, de
implantacion de barra de acero inoxidable y arreglos de microelectrodos de
tungsteno, la cual se explica paso a paso en el Anexo 12.4. Esto para la realizacion
de experimentos conductuales con restriccion de movimiento (head-fix) en
combinacidn con técnicas de registro electrofisioldgico. De €sta manera, serd posible
realizar registros electrofisiologicos durante toda la tarea cognitivo-conductual. Ello
permitird examinar la correlacion electrofisiologica durante los experimentos
cognitivo-conductuales, con el objetivo de dilucidar los procesos neurofisioldgicos

subyacentes en €ste tipo de tareas sensoriales.

El disefio y desarrollo de nuestro set experimental, es solo el primer paso a la

formulacion de nuevas preguntas en el contexto de la conducta, el aprendizaje,
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procesos sensoriales, motores y la electrofisiologia. Dichas herramientas, nos
conduciran a dilucidar las funciones neurofisioldgicas subyacentes de dichos

Procesos.

11. Conclusion

Hemos desarrollado un sef experimental basado en software y hardware, el cual es
util para entrenar ratones en libre movimiento. Dicho set permitira responder a
preguntas en el campo de la neurofisiologia del aprendizaje y de la via auditiva en

el ratdon en libre movimiento.

12. Bioética

12.1. Aclaraciones bioéticas

Los procedimientos se llevaron a cabo de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana para
el cuidado y uso de animales de laboratorio. Ademas, los experimentos se
realizaron con la aprobacion del Comité institucional para el cuidado y uso de
animales de laboratorio de nuestra universidad (CICUAL BUAP). En particular,
hemos seguido las especificaciones técnicas para la produccidn, cuidado y uso de
los animales de laboratorio (NOM-062-Z00-1999). Asimismo, hemos cumplido
con los reglamentos bioéticos vigentes para la experimentacion con animales
de los Institutos Nacionales de Salud de los Estados Unidos de Norteamérica

(Guide For the Care and Use of Laboratory Animals, 1985).

84



13. Anexos

13.1 Tabla de evaluacion de privacion de agua

Caja #:

ID. Animal:

30% Pérdida de peso (g):

Restriccion #:

Fecha

Tiempo Observado

Peso Corporal (g)

Actividad

Movimiento alrededor de la caja (0)

Movimiento lento alredeor de la caja o
presenta una marcha anormal (1)

Presenta movimiento tinicamente al tacto (2)

No presenta movimiento (3)

Postura y aseo

Postura normal y pelo liso (0)

Postura encorvada o pelo encrespado (1)

Postura encorvada y pelo ligeramente
encrespado (2)

Postura encorvado y pelo completamente
encrespado (3)

Signos de Comer/Beber (Reduzca el puntaje en un 50% si se encuentra dentro de los 3 dias posteriores al cambio de jaula)

Heces y orina observada (0)

Minima produccion de heces y/u orina (1)

Sin signos de heces y/u orina (2)

Signos de deshidratacion

La piel regresa a su posicion original tras la
retraccion (0)

La piel regresa después de un instante breve a
su posicion original, tras la retraccion (1)

La piel tarda mas de cinco segundos para
regresear a su posicion original tras la
retraccion (2)

La piel no regresa a su posicion original tras la
retraccion (3)

Puntaje total

Nombre del investigador:
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13.2 Diagrama de flujo de evaluacion de salud de los sujetos de experimentacion

;Ha perdido el raton mas del
30% de peso en comparacion
con el peso inicial justo antes de
la restriccion de agua?

(El ratén tiene el pelo
encrespado en todo su cuerpo?

Si

No
A

Si

(El raton presenta una marcha
anormal?

/

Llene detalladamente la tabla
de evaluacién de salud

No

(El raton se mueve alrededor de
la caja sin ser tocado?

No

y

Continue con la restriccion de
agua especificada

Puntuacion Puntuacion Puntuacion Puntuacion
de salud de salud de salud de salud
3 o menos 4 5 6 o mas
Dar Dar Dar 1 ml de fluidos
adicionalmente adicionalmente subcutaneamente y
0.5 ml de agua 1 ml de agua por colocar al ratén sin
por dia, hasta dia, hasta que la restriccion de agua
que la evaluacion evaluacion no hasta su
no sea necesaria sea necesaria recuperacion
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