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Aosumern

El presents trabajo entocd e} estudio del aprendizaje desde
un punto de vista psiconeurabiolsgico, considerado éate como una
correlacion entre la medicidn psicoldgica y )la medicion
neurcbioldgica durante dicho proceso. La wmedicidn psicoldgica
consiatis de! proceso de aprendizaje de lugar por ensayo y error
en una "caja con hoyos® (extension de los laberintos radiales).
En ésta tarsa las ratas tenisn que explorar una caja de 70 x 70 ce
con 16 hayos localizadas en el piso cuatro de los cuales
contenian alimento. La ndlicidn neurobiolégica consistid en
determinar 1a alteracidn de !a cantidad de acetilcolina cerebral
a través de la actividad especifica de l1a acetilcol inesteras en
forma {ndirecta sediante )a cuantificacidn de scido acético

enpleando un potencidaetro.

Se llevaron a cabo dos experimentps: Cernimiento
Farsacoldgico, y Administracion Crdnica y Determinacion BDioguimica.
€) primera fu¢ necesarin para el segundo experimento, que fué el
formal y consistio de un diselio +actorial 2X4. La determinacion
bioquinica gque fué el primer factor estuvo integrado por dos
niveles: anblisis bioguimico sin entrenamiento conductual y
antlisis bioguimico con entrenamiento conductual. La administracion
crdnica que fuéd o) sesundo factor estuvo integrado por cuatrp

niveles: asua, aceite, sserina y diclorvos,

El andliais de datos mostrd que los sujetos & quisnas ae les
administers eserina y diclorvos (grupos experimentales)
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fnvirtieron menos sesiones para aprender los lugares donde habia
alimento que los sujetos de los grupos de agua y aceite (grupos
controles). También los sujetos de los grupos experimentales
nostraron una aceleracion signiticativaments mayor en la
velocidad de aprendizaje de lugar gque los su,etos de los grupos
controles, asimismo la actividad de la acetilcolinesterasa fué
significativamente menor en los grupos experisentales qQue en los

controles.

Los hallazgos de la presente investigacidn sugieren que la
actividad colindrgica cersbral estid involucrada en los procesos

del aprendizaje de lugar,



Trnérogduccion

lL.-Aaprendizaje de Lugar

En terminos generales se entiende por aprendizaje al
proceso, "en virtud del cual una actividad se origina o se
cambia a través de la reaccidn a una situacion encontrada, con tal
de que e] cambio registrado en la actividad no pueda explicarse
con fundamento en las tendencias innatas de respuesta, la
madurez o estados transitorios del organisma® (Hilgard y Bower,

p. 14, 1926),

Existen diferentes teorias de! aprendizaje las cuales en
terminos globales estan comprendidas en tres grandes tamilias:
lan del estimulo-respuesta, las cognoscitivas y aquellas que no
caen en alguna de las dos anteriores clasiticaciones coma es el
caso de las teorias funcionalistas, psicodinémicas y las teorias
probabilisticas de los constructos de modelos (Hilgard y Bower,

1976) .

Respecto a las teorias del estimulo-respuesta dstas se dividen
en dos srandes rubros| condicionamiento clésico y
condicionamiento instrumental u operante. En éste ditimo existe
una forma de aprendizaje denominado ensayo y error, @l cual tuve
su origen en los primeros experimentas realizados por Thorndike
durante los akos de 1898 a 1911, en ¢atos experimentos se usaron
diferentes especies como gatos, perros y polles, sin embargo los
realizados con gatos son los mds representativos, los cuales
caonsistieron de 13 diferentes forsas de "casas-problema®, éstas




cajas estaban divididas en dos mecciones, en una de las ctuales
se colocaba el gato y el otro un trozo de comida (carne o
pescado?l, @] gato podia pasar a la seccion donde estaba la comida
siempre y cuando manipulara adecuadamente una aldaba, un anillo
de alambre o cualquier otro dispositivo sencillo que atrancaba

1a puerta que dividia una seccidn de otra. En tales situaciones
los gatos tenian gue emitir una respuesta tras otra hasta gquedar
resuelto el problema (pasar a la seccidn donde se encontraba la
comida), a éste tipo de aprendizaje se le conoce como @nmayo y

error (Keller y Schoenfeld, 1979).

Sin embargo, #! aprendizaje por ensayo y error & pesar de
haber sido originado en el marco tedrico de la teoria
) eatimulo-respusnta, tuvo {ncidercia en la teoria cognitiva. Los
tedricos cognitivos afirman que ol organismo aprende relaciones
signo-significado, ea decir aprende la direccion de una conducta
y no un patron de sovimientos y respuestas coma lo afirma la
teoria estimulo-respuesta, es decir crean representationss
cognitivas de las relaciones espaciales (mapa cogeitivo), por lo
que no aprenden mavimientos sino significados. La anterior teoria
cognitiva tuva su origen en los akos 30 de éste siglo con Edward

Tolman y se le denomind aprendizaje de signos.

Tanto la teoria estimylo-respuesta coao la de signas,
predicen @l miswo resultado conductual, razén por la cual los
tedricos cognitivos desarrnllaron una serie de experimentos para
demostrar gque los sujetos estructuran un mapa cognitive del cual
se basan para emitir sus respuestas.

- 4 -
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Dentro de éste canjunto de experimentos se encuentran
aguellas que se refieren al aprendizaje de lugar, considerado
éste como otra forma de aprendizaje y entendido como el procesc
por el cual) se lagra :la identificacidn de un lugar mediante su
localizacidn espacial (Mackintosh, 1983), razdn por la cual
algunos investigadores usan indiscriminadamente los terminos
aprendizaje de lugar o aprendizaje espacial (Upchurch y Wehner,
19871 Merrill, 1949). Lashley y Ball (1929) después de entrenar a
ratas a recorrer un laberintc eran lesionadas quirdrgicamente en

@l cerabelo y colocadas nusvamente en e) laberintn, éste era

}ccorrldo correctamente pero las ratas 10 hacisn emitiendo
circulos. También Mactarlance en 1930 entrend a las ratas a
recorrer un laberinto evitando obsticulos, paosteriormsente las
ratas recorrian nadando correctamente ¢! 1aberinto para 1legar a
1a meta. Los resultadaos de los dos experimentos anteriores de
acuerdo con los cognoscitivistas ejemplifican la estructuracion
por parte de los sujetos experinentales de uh mapa cognitivo del

lugar de la meta y no un encadenamiento de raespuestas.

Los anteriores experimentas respecto al aprendizaje de
lugar enfatizaron investigaciones de dicho tipo de aprendizaje
contrastando un hibito de movimiento o respuesta y un hébite
espacial, Tolman, Ritchie y Kalish (1944), elahoraron un
laberinto en forma de cruz, en donde los extremos ﬁc 1a linea
vertical correspondieron a las dos entradas al laberinto} al
extremo anterior se Lo asigné e] simbolo E! y al extremo posterior
E2, on los extremos de la linea horizontal se colocd alimento para



ratas, al extremo derecho se le denomind Fi y al izquierdo F2, Se
usaraon 16 ratas] ocho fueron entrenada en un hidbito de movimiento
0 respuesta y las restantes ocho en un hibito espacial. Las ocho
ratas que fueron entrenadas en un hibito de movimiento eran
fntraoducidas al azar por cualquiera de las dos entradas Ei o E2,
Y encontraban siempre comida cuando daban vuelta hacia la
derecha. Las restantes ocho ratas que fueron entrenadas & un
habito espacial también eran introducidas al azar a cualquiera de
l1as dos entradas pero la comida siempre estaba en el mism0

" lugar, Gste ditimo grupo aprendid la localizacion de comida en 10
ensayos, mientras que el gr‘upo'quo 1levd a cabo el aprendizaje de
lugar mediante ol hibito de respuestas, 5 de las § ratas
requirieron 72 ensayocs -para alcanzar ®] criteric de adguisicidn.
Los resultados de ésta investisacidn mostraron que el aprendizaje
de lusar o8 realiza wis répido estableciondo habitos de esmpacio que

de. respusata.

Los resultados del anterior experimento enfatizaron por un
lado, aquellas investigaciones que se refieren a un aprendizaje
®ds ripido cuando se considera un habitn de espacio que un habito de
respuesta y por otro lado dieron origen a las investigaciones
que se refieren al papel que juegan las sefales on el aprendizaje
de lugar. Al respecto Olton y Samuelson en 1976 demostraron ia
influencia de seales espaciales para un mejoramiento en la
ejecucidn a través del laberinto radial de ocho brazos, en donde
los sujetos fueron entrenados a correr por los brazos del
laberinto hasta @1 final de éstos donde encontraban comida, el
ontrenamiento concluia cuando los animales )legaban al final de
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los brazos del lasberinto sin tesblar (conducta que emiten las
ratas cuando se les colaca en un espacio abierto),
posteriormente los sujetas eran evaluados diariamente
colacandolos en @1 centro del laderinto y dejando que eligieran
libremente la entrada a lon brazos del laberinto (al 4inal de
cada uno de los brazos habia alimenta). Los resultados de éstos
experimentos demostraron que los aniwales ejscutaron
correctanente, es decir u.ln errgr la eleccidn del lugar de los

ocho brazas.

Poteriormente, Olton, Collison y Herz (1972) llevaron a
cabo una replica del anterior experimento para demostrar hasta
donde se ubtenia torrectasente una ejecucion en laberintos
radiales, para ello usaron un laberinto radial de |7 brazos en
donde los sujetos eligieron en promedio correctamente 14 de los

17 lugares,.

Las investisaciones de Olton y ‘mlln_n t1974) condujo al
cuestionamiento de sl -ise sefales usadas por los MIIAI” para la
ejecucion. en una situacidn ewpacial conv 10 o8 el laberinto radial
eran intralaberinto @ extralaberinto.

ﬁn ello Oltan y Collison (1979) llevaron a cabd un
experinento donde emplearon un procedimiento de reforzamiento
diterencial en laberinto-con sefales intra y extralaberinto.
Usaron cuatro rytas nashes para el grupc de ssffalen
intralaherinto y otras cuatro del mismo sexp para ol grupo de
seNales extralaberinto. Se empled un laberinto radial de ocho.
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brazos, donde la plataforma del centro estaba compuesta de ocho
guillotinas gque abrian y cerraban la entrada de los ocho brazos.
El laberinto $ué suspendido del techo mediante cuerdas para ser
girado. Al 9i-upo de sefiales intralaberinto se le colocd comida en
comederos al ¢inal de cada brazo. Al grupo de sefales
extralaberinto se colocéd comida en comederos situados al +inal de
lu_l brazos pero fuera de éstos a una distancia aproximada de | cm
on unas pegueflas plataformas separadas de] laberinto. El
procedimiento estuvo compuesto de dos partea! control y
experimental. En la situacidn control las ratas de ambos grupas,
una por una eran celocadas en el centro del laberinto con las
ocho puertas de las guillotinas cerradas, posteriorsente todas
las puertas eran levantadas simultineamente, cuando la rata
seleccionaba un brazo para obtener comida las demss puertas ‘eran
bajadas, al retornar la rata al centro de la plataforsa la dnica
suillotina abierta era cerrada, persaneciendo la rata en el
centro durante 13 seg, posterior a éste tiempo las guillotinas
eran nusvasente abiertas. Este procedimiento era seguido hasta
1a captura de las ocho piezas de cosida o un lapzo total de 1S
nin. hasta alcanzar el criterio de 3 respusstas correctas en las
primeras ocho elecciones por cinco dias consecutivos. €n la
condicién experisental, después de cada election que realizaba la
rata el laberinto era girado 43, 90, 133 y 180 grados, la
direccion de rotacidn y Ja magnitud de ut/n fud aleatoria., Con e}
anterior procedimiento al grupo de sefales intralaberinto la
comida era mavida de lugar no as{ en el caso del grupo de sefales
extralaberinto. Los resultados mostraron que la ejecucidn del
grupo de sefales intralaberinto disminuyd de una ejecucion promedio
- 8 -
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de respuestas correctas de 7.3 a 3.8, fencmeno que no sucedié con
@] grupo de sekales extralaberinto., Los resultados del anterior
experimento sugieren nue Ja ejecucion de las ratas para hallar la
localizacidn donde se encuentra la comida en situaciones
espaciales ss debe al control de estimulos externos. El anterior
resultado ha sido apoyado por otras investigaciones (Olton y

Samuelson, 19763 Olton y cols, 1977).

Olton y cols, (1977) tambidn evaluaron en sus experimentos
@l aprendizaje de lugar por ensayo y error. El procedimiento de
date experimento fué el mismo descrito anteriormente en la
investigacidn realizada por los autores con la excepcidn de que
los animales no fueron habituados a la caja experimental sino
evaluados directamente durante 24 dias. Los resultados de ésta
investigacidn nostraron que los sujetas eligieron correctanente
un promedio de 12 diferentes brazos en las primeras 127
elecciones. Este experimento reporto por prisera vez el
aprendizaje de lugar por ensayo y error. Fendmeno Que no ha sido
considerado hasta ahora por los investigadores, (sin embarga

+orma parte de! objetivo terminal de la presente tesis).

En la actualidad ha tomado gran interds por parte de la
investigacidn 1a evaluacion de la memoria en situaciones
espaciales, fentmeno Que se conoce cOmO memoria espacial (Oades,

19841 Stanes y Brown, 1974} Deutsch, 1983).

Las situaciones espaciales no han varjado mucho a partir
de! modelo de Olton y Samuelson (1974) de los laberintos
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radiales. Oades (1981) propuso una extencidn de laberintos
radiales, la cual llamd °caja con hoyns' debido a que los
laberintos radiales presentan las siguientes desventajas:

1.~ Los animales invierten mucho tiempo en el
entrenamiento, debido a 1o larga de los brazos (69 cw) y al
ndmero de é¢stos,

2.- Los animales son obligados a realizar eleccianes
discretas después de confinarlos en una &rea a la mitad de la

caja.

Hasta agui, se han sefalado algunas investigaciones de una
forma de aprendizaje conocida como lprondlujoAdo lugar, por lo
que ahora resulta inportante preguntarse)dqué ocurre on el cerebro
niontras aprendenas? A pesar de que ésta pregunta no habia sido
relevante para algunos tedricos del aprendizaje, ya que existe
una gran aceptacion entre ellos al respecto de que no es
necesario saber acerca de los correlatos nerviosos del
aprendizaje para estar seguros de gue dste se produce (NHilgard y
Jower, 1976), razdn por la cual durante muchos afos se denowmind
*caja nesra® a 1o que sucedia dentro del organismo cuando se
llevaba a cabo cualquier aprendizaje (Swenson, 1980}, en la
actualidad la posible respuesta a ¢sta pregunta forms parte de
una drea de investigacidn denoninada neurcpsicologia que ha tenido
un gran iwmgulso en los ditimos afKos a partir del desarrollo de

técnicas bioguimicas y de estimulacidn cerebral.

2.-Neuropsicologia
La neuropsicolngia se ubica en terminos de una interacciodn
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psiconeurobioldgica, es decir, si un cambio neurobiolégico ha de
servir como base del aprendizaje entonces é¢ste debe de
correlacionarse con Jos cambios en el aprendizaje evaluado

psicoldgicamente (Thompson, 1973).

La interaccidn psiconeurcbicldgica considera dos tipom de
mediciones; la que se lleva a cabo en lo psicolégico y la que se
realice an 10 neurobivldgico, para posteriaormente
carrslacionar las obteniendo as{ una interaccion. La eleccion de la
medicidn de 10 psicoldgico ya fué descrito en la primera parte de
ésta introduccidn, la :uni consiste en aprendizaje de lugar por
ensayo y error. Faltando por consiguiente definir la eleccion de

la medicidn de lo neurobiolégico,

Histéricamente se ha tratado de localizar el evento
neurobioldgico ro-ponulﬁlo de) aprendizaje. Desde tiempos de
Cajal a principios de dste siglo, existe la idea de que las
sindpuis en e} sistema nerviaoso central (GNC) tienen que ver de
alguna manera con el aprendizaje y la memoria (Flood y Jarvik,
1976). Sin embargo, las investigaciones llevadas & cabo para
conocer l1a base orgénica del aprendizaje y la memaria fueron
iniciadas hasta la década de los sesenta de éste 8i9lo & partir de
los trabajos de Hydén respecto a los scidos nucléicos (Lurias,
1974). Para Luria, tres han sido los niveles de estudio gque han
apertade resultados relevantes con relacidn al descubrimiento del

substrate neurobioldégico de! aprendizaje y la memoria:

1.~ Las investigaciones que se han avocado al estudios de
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las moldculas del DNA y de) RNA,

2,~ Los estudios que se han dedicado a la investigacion de
la glia.

3.- Agquellos trabajos que s® han enfocado a nivel

neurchistoldégico

Sin embargn, existe otro rudbro de investigaciones que e
han dedicade al estudio de cambios Quimicos y anatémjicos del
cerebro, que no fueron considerados por Luria probablesente
porque han acumulado durante éste siglo algunos resultados
negativos (Rosenzweig, L980). Rosenzweig enfatiza dos factores a

108 que quizé se deban los resultados negativos:

a).- Deticiencias en las técnicas o en los disefos
experinentales.

b).~ Los corralativos cerebrales con el entrenamiento de
alguna tarea se han concentrado fundamentalmente en el
aprendizaje de sujetos adultos, cuando los cambios biogQuimicos y

anatémicos cersbrales han Llegado a la madurez.

De ésta forma tenemos, que principalmente se han llevado a
cabo investigaciones con el objeto de correlacionar los cCambios
quimicos cerebrales con el aprendizaje en sujetos adultos
{Rosenzweig, 1980), en éste tipo de trabajos se han relacionado a
los neurotransmisores con los procesos ¢e aprendizaje y mesoria,
siendo la acetilcolina uno de los neurotransmisores més
anpliamente estudiado, sin embargao resulta diticil medir ésta
substancia /» sféu debido a que su destruccicn enzimética ocurre
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ripidamente en ¢! tejido cerebral (Filood y Jarvik, 19764} Koelle,
1970).,

Razén por la cual se han realizado fundamentalmente dos
tipos de investigaciones}

- Aguellas en donde los sujetos realizan una tarea de
aprendizaje y post msortem se intenta medir la acetilcolina.

-~ Por otro lado las que usan agentes farmacoldgicos in vivo
para alterar la accidn neural colinérgica y as{ medir sus sfectos

@n una tarea de aprendizaje.

A continuacion se desriben algunos estudios que ejemplifican

estos dos tipos de investigaciones.

2.1 .- Medicion de la Acetiicolina despuda del aprendizaje
Rosenzweig, Krech y Benett (1960) y Benett, Diamond, Krech
y Rosenzweig (1944), llevaron a cabo investigaciones en donde
después de que los sujetos realizaran una tares de aprendizaje,
post sortes era wedida 1a acetilcolina en forma indirecta a
través de 1a actividad de la acetilcolinesterasa (AchE), enzima

que degrada a la acetilcolina.

Rosenzweig y cols, (1940), evaluarcn @l aprendiiaje en un
laberinto compuesto de cuatro secciones ademis de un cajon de
salida y uno de meta, en cada seccion existia unax en donde la
parte superior gue converge en V un extremo estaba iluminado y
e] otro apagado, el extremo iluminado era la eleccidn correcta la
mitad de las veces y el otro extremo la otra mitad, ademis el
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extremo derecho era correcto la mitad de las veces y el

izquierdo 1a otra mitad. Asi, independientemente de las sefales
que usara el animal para seleccionar su camino, su ejecucidn en
terminos de elecciones siespre tenian lugar a un nivel aleatorio.
Los investigadores seleccionaron agquellos sujetos cuya sjecucion
estuvo determinada por preferencias visuales (dirigirse hacia lo
fluminado o hacia lo obscuro) y preferencias de lugar (izquierda
o derecha). Los animales fueron sacriticados, pesado y congelado
el cerebro, después se cortaron blogques de tejido de Areas
somatosensoriales, visuales Q otras ireas para medir la actividad
de la AchE por un mdtodo indirecto a través del pH (potencial
hidrdgenc). Los investigadores suponian que los cerebras de las
ratas gque usaron preferencias visuales la actividad de )a AchE
estaria incrementada sn 1a z0na visual del cersbro, asi coso en el
4rea somatosensorial en las ratas cuyas preferencias fueron
espaciales 0 de lugar. 8in embargo, los resultados cbtenidos
mostraron que la AChE estuvo incrementada en todas las areas
corticales, lo que significa que no existe una locallizacion
cerebral especifica con una mayor actividad de AchE correlaconada

con e! aprendizaje.

Este resultado condujo a las autores 2 realizar
experimenton donde utilizaron diversas tareas de aprendizaje en
laberintos y median la actividad de la AchE, encountréndose una
correlacidn positiva entre el ndmero de errores emitidos y la
actividad de la AchE, es decir, conforme se incrementa el ndmero
de errores !a actividad de la AchE se incrementa tasbidn. Este
resultado se contrapone ton otro expearimento de los mismos
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autores en donde compararon la actividad de la AchE en
diferentes cepas de ratas, la cepa Tryon Maze Bright, criada
precisamente por su gran habilidad para el aprendizaje en
laberinto, tuvo una cantidad signiticativamente mayer de

actividad de la AchE que otras cepas.

Continuando con experimentos que widieron ia AchE, Bennett
y cols, (1964) utilizaron dos grupos de ratas a partir del
destete (21 dias paostparto)l un grupo experimental gue fué¢ criado
@n un ambiente °*rico® con gran estimulacion ambjental y un grupo
control sin estimulacion. Cuando los sujetos llegaron a ser
adultos (105 dias) fueron sacriticados, pesado el cerebra y
obtenido la actividad de 1a AchE mediante un método indirecto a
través de la medicidn de pH. El grupo experimental tuvo una mayor
actividad de la Achf asi comn un mayor posov-n la corteza

cersbral gque el grupo control.

Los anteriores experimentos sostienen que cuando la
actividad de la AchE se halla incrementada es un indicativo de
que hay una meyor actividad colindrgica, por lo que es posible

correlacionar éste incremento de actividad con el aprendizaje.

2.2.~ Evaluacidn del Aprendizaje en Situacjones Espaciales
nediante la Altercién Colinérgica con Firmacos

E]l segundo tipo de investigaciones que se han desarrollado
para o] estudio de 1a funcidn que ejerce la acetilcolina en el
aprendizaje son agquellas que han usado agentes farmacoldgicos fn
vivo para alterar la accién colindrgica cerebrai.
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Lo que mis se ha investigado en situaciones espaciales es la
intluencia de la actividad colinérgica sobre la memoria,
dividiéndose fundamentalmente en dos tipos de investigaciones;

= Las que usan farmacos para nimetizar el sistema
colinérgico.

- Ague)las investigaciones que emplean f&r para blog

1a transmicidn colindrgica.

La hipdStesis de que la actividad colindrgica ests involucrada
en procesns de memaria espacial, ha supuesto la exiastencia de
una correlacidn entre la actividad colindrgica y la nemoria, es
decir, si s® incrementa la actividad colinérgica se incrementa la
mencria espacial, supuestc que ha sido respaldado por varias
investigaciones mediante o] uso de f&rmacos que incrementan la
actividad colinérgica como por ejemplo la eserina o tisostignina
y e1 disaopropilélvarofosfato -DFP- (Stanes y Brown, 19743
Deutsch, 1783), y el caso contrario, si se inhibe la accion
colinérgica se decrementa 1a wemoria espacial, considerando que
ha sido rewpaldado por varios experimentos mnediante el empleo de
44rmacos que inhiben la accidn colinérgica como por ejemplo la
eucopolamina y atropina (Beatty y llorlcy,'lOBSI Wirsching,
Beninger, Jhamandas, Boegman y EL-Defrawy, 1984).

En el casoc ya no de la memoria sind del aprendizaje
espacial los experimentos en gque se han usado +4rmacos para
inhibir la accidn colindrgica han mostrado una relacion clara ya
que presentan un deterioro en el aprendizaje de lugar




(Sutherland, Whishaw y Regehr, 1982; Whishaw, i9683), sin embargo
@1 uso de farmacos colinomiméticos, concretamente los
anticolinesterssicos ha sido muy escaso, encontrandose sdlo dos
articulos después de una revision bibliogrdfica desde Junio de 1966
2 la fecha, e] procedimiento y resultados de tales experimentos
son descritos a continuacidn. Sin embargo, antes de iniciar la
descripcidon de experimentos Que han empleado substancias
anticolinesterssicar para observar su efecto en @l aprendizaje de
lugar, es importante sefalar adelantandonos a un apartado
posterior de dsta introduccion que los anticolinesterdsicos inhiben
4 la enzima que degrada a la acetilcolina (la AchE), produciendo
un incremento de acetilcolina cerebral (razdn por la cual se
canocen como colinomiméticos). Los anticolinesterdsicos mayormente
ewpleados en estudios de la memoria y aprendizaje de lugar han
sido la eserina y o) disopropiléluorofosfato -DFP- (un
organofosfarado), Merrill (1969) entrenoc 34 ratones albinos para
hallar comida en uno de tres braios de laberinto, formd seis
grupos, antes del! entrenamiento inyecté a los sujetos de lOs
diferentes grupos} solucién salina, 0.03, 0.073, 0.10, 0.12% o
0.13 mg/kg de eserina, La duosis mis baja y la mis alta (0.03 y
0.19) impidieron e¢] aprendizaje de lugar, mientras que las dosis
intermedias no tuvieron efecta. Upchurch y Wehner (1987) usaran
cranicamente @1 DFP en el aprendizaje de una tarea de agua en 24
ratones, )a tarea de agua consistis en la identificacion por parte
de los animales de una plataforma de 10.5 cm cuadrados sumergida
an una piscina de 122 cm de didmetro la cual tenia agua opaca. La
identificacidn consisti{s de nadar desde la superficie hasta
colocarse encima de la plataforma, ésta conducta originaba gue
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los animales fueran smacados de la piscina. Se emplearon cuatro
grupos para la adquisicién de 1a localizaion de la platatormal dos
grupos can solucién salina y dos con DFP. Uno de los grupos de
solucién salina y de DFP, fueron entrenados para localizar la
plataforma en presencia de un estimulo blanco visible saliendo

del agua indicando su localizacidn (plataforma visible). Los
otros dos grupos (unc de solucidn salina y otro de DFP) {ueron
entrenados para localizar la platasorma sin ningdn estimulo visual
en @! agua gue !nil:lu su localizacion (platatarma invisible),

El DFP 4ué¢ administrado por via intraperitoneal cada tercer dia con
una dosis de 2 mg/kg durante 11 dias antes del entrenamiento
conductual, los animales control recibieron un volumen
equivalente de solucidén salina (0.09%). Los resultados sefalan que
on 1a adquisnicién de la localizacion de la platatorsa invisible no
hubo diferencia significativa entre el grupo con DFP y el de
solucion salina. En el caso de la localizacion de la platatorma
visible hubo una mejoria en la ejecucion de los primeros cinco
ensayos en el grupo de DFP, para pasteriorsente decrementar en
comparaciéon con el grupo de solucidn salina. De acuerdo a los
snteriores resultados 10s autores sefalan que no existe

suficiente evidencia para demostrar que el impedimento cbservado
para localizar la platatorma visible con la aplicacidn de DFP se

debid a una deticiencia en el aprendizaje espacial.

Por consiguients se puede ssfKalar que los resultados de los
dos anteriores experimentos no suestran una relacion clara entre

la administracién de un antiAchE y el sprendizaje de lugar.




2,2.1.- Férnatos Anticolinesterisicos

Reciben el nombre de agentes anticalinesterasa (antiAchE)
aguellas substancias que inhiben a la enzima acetilcolinestera
(AchE), es decir, impiden !a hidrolisis de la acetilcolina por
la AchE en los sitios colinérgicos (Bowman y Rand, (984} Koells,

1978) Taylar, 1982).

Los f&rmacos anticolinesterssicos hacen que 1a Ach se acumule
en los receptares colinérgicos, razdn por la cual son
potencialmente capaces de producir efectos equivalentes a una

excesiva estimulacion de receptores colinérgicos.

Existe una amplia distribucion de neuronas colinérgicas, por
lo cual el uso terapeutico de f&rmacos anticolinesterdsicos se

reduce grandemente por su accidn tdxica. (Bowman y Rand, 1984).

De acuerdo a su mecanismo de accién las agentes antiAchE se
dividen en tres grupos:! reversibles, °reversibles® e
"irreveruibles®, Las substancias reversibles son aguellas
substancias que tiensen una accidn muy breve en la unidn con la
AchE. Los antiAchE ‘reversibles® como 1a esarina son
hidrolizadas por la AchE més lentamente que la Ach. Los antiAchE
*irreversibles® como los organofosforados -siendo el diclorvos
un ejemplo- son hidrolizados por la AchE todavia més lentamente
que las substancias *reversibles®. Por lo que los terminas

‘revarsible® ¢ ®irreversible® solo reflejan diferencias

cuantitativas tenporales, sienda gue ambas clases de férmacos
reaccionan en forma covalente con la enzima, esencialmente en la
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misma forma que lo hace la Ach (Taylar, 1982),

2.2.2.~ Eserina

La eserina o8 un alcaloide obtenida del haba de calamar. Su
primer uso terapeutico fué en el aRo de 16877 en el tratamiento del
glaucoms, en la actualidad su principal uso terapeutico es en el

tratamiento de la miastenia grave (Bowman y Rand, 19843 Taylor,
1982).

La eserina s una amina terciaria muy especifica a la accian
de la AchE. Ademis se absorbe faciimente en el tracto
sastrointestinal, cruza la barrera henatoencefalica por su gran
1iposubilidad, razdn por la cual tiene efectos en el SNC. Este
alcalotde se destruye principalmente por ruptura hidrolitica de

1a unidn éster por las colinesterasas (Bowman y Rand, 1%84).

2,2.3.- Diclorvos

Los organofosforados se descubrieran a partir de la segunda
guerra mundial, sus primeros usos fueron comp insecticidas
agricolas y después como agentes potenciales de la guerra quimica,
s0n muy bien absorbidos por tadas las vias de administracidn,
atraviesan taciluente la barrera hematoencefdlica, razon por la
cu;l ejercen acciones tdxicas sobre el SNC (Koelle, 1978} Taylor,

1962},

€]l diclorvos es un insecticida organcéosforado de acciodn
especifica sobre la AchE, a pesar de ser muy toxico para los
wanifercs tiene muy poca persistencia, ya que se hidroliza
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ripidamente on compuestos inactivos para dar.lugar a wmetabolitos
polares como o] fosfato de metilo, el fosfato de dimetilo, y el
dcido ¥osfdrico, los cuales son eliminados por orina (Cremlyn,

1982 .

Para concluir esta seccidn es importante seialar que 1a medicidn
de 1o neurobinlegico en e! trabajo de investigacion de ésta tesis
consistic en la actividad de la enziwma acetilcolinesterasa (para
conacer indirectamente la alteracidn de la cantidad de
acetilcolina cerebral) a través de la exposicidn crénica sn dosis
bajas (subumbrales) de substancias anticolinesterisicas en

sujetos en pracesoc de crecimiento.

Correlacionando la medicidn psicoldgica y neurcbioldgica para
dar lugar a una aproximacidn neuropsicoldgica el cbjetivo de

investigacidén de 1a presente tesis fué¢ el siguiente!

Evaluar @] praceso del aprendizaje de lugar por ensayo y
error @n una extensidn de laberintos radiales (°caja con hoyos*)
cuando 8¢ han alteradt los niveles de acetilcolina cerebral a
través de la exposicion crénica de dosis subumbrales de Inbllln:ll;

anticolinesterdsicas en sujetos en proceso de crecimiento.
E1 anterior objetivo sustenta las siguientes hipotesis:

a).- El incremento de 13 cantidad de Ach cerebral podrs ser
evidenciada mediante la administracidn crénica a sujetos en
proceso de crecimiento de dosis subumbrales de agentes antiAchE.
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b).~ El incremento de la cantidad de acetilcolina cerebral sin

1a manifestacidn de cambios conductuales profundos facilitard el
proceso de la adquisicidn del aprendizaje de lugar.

c).o- La administracion cronica de dosis subusbrales de {armacos
ant{AchE tendrén eofectos similares en el proceso del aprendizaje
lugar asi como la presentacién de una correlacidn entre cambios a

nivel conductual y biequimico

Para poder verificar éstas hipdtesis se realizaron dos
experimentos, el primero denominado cernimiento farmaceldgica
tuvo como finalidad separar la diversidad de etectos tdxicos de
un antiAchE en el SNCI la ¢inalidad del segundo experimento
l11amado administracidn crdonica y determinacidn bioguimica consistio
en llevar a cabp la evaluacion del praceso del aprendizaje de
lugar en una "caja con hoyos® y cbservar su correlato biogquimico
al alterar los niveles de acetilcolina a través de la exposicion

cronica de substancias antiAchE (diclorvos y eserinal.

Para lograr el cbjetivo de date ditimo experimento, se siguid
1a estructura de un disefo factorial de grupos independientes de
2x4, par 1o que el disefo estuvo integrado por ocho grupos en
total -~Tabla No i~ (todas las Tablas se localizan después de la
discusion gensral a partir de la pagina 74).

Los dos factores o variables independientes fusron:

determinacion bioquimica y administracion crénica.

E1 primer factor (determinacién bioquimina) se integrd por dos




niveles: determinacion bioguimica sin entrenamiento conductual y

determinacion bioguimica con entrensmiento conductual.

€1 segundo facor, (aplicacidn crénica) estuve integrado por
cuatro niveles: agua destilada, sceite de maiz diclorvos Yy

eserina,

Es importante sefalar que la exposicion de cada axperimento
incluye método, resultados y discusidn en forma secuencial, ya que
de ¢stos dos ditimos apartados se deriva el experimento

subsecuente.

s
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Expar-imento XT.—~ Cermvsrmiento

Farmaco lig fco

El objetivo de éste experimento consistid fundamentalmente en

separar y conocer la varfedad de efectos toxicos del diclorvos
sabre o] SNC.

Nétodo

Sujetos

Se emplearon 140 ratas sachos Wistar de 200 a 300 g de
paso, procedentes del bioterio general de la ENEP Iztacala. lLos
sujetos fueron alojados en grupns de dos o tres en cajas hogar
de acrflica, con ciclos luz-ocbscuridad de 12/12 horas {ocho a
ocha), can temperatura ambiente aproximada de 18° t 2°C y acceso

libre al agua y al! alimento (ratoncina purinal.
Féruscos y Substancias

Se utilizd aceite de Maiz (Premier) el cual se aplico en un
valumen no mayor a 0.3 ml. El diclorvas al 0.291% (i.4 9 en 480

ml), en su administracidn se usd como vehiculo aceite de maiz.

Procediniento

Se emplearon 16 grupos tanto experimentales como controles
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(n=S/grupo}. La via de administracicn fue intraperitoneal. A los
sujetos experimentales y controles se les administrd diclorvos y

aceite de maiz respectivamente de acuerdo con su peso.

Se realizd primeramente con grupos experimentales piloto un
muestrec de efectos presentados por los sujetos ante la
administacidn de diterentes dosis de diclorvos -a cada grupo
experimental se le aplicd una dosis diferente de dicha
substancia- hasta encontrar la dosis que produso la muerte de

todos los integrantes del grupo piloto experimental,

A partir de la identificacion de ésta dosis (Dosis Letal -DL~
100 = 7,2 mg/kg) se formaron l0s grupos experinentales y los
grupos controles de tal forma que cada grupo experimental tenia
su 9rupo control. Se aplicd la dosis de diclorvos anterigrmente
identid¢icacda al grupo experimental, y aceite de maiz al grupo
control., A partir de aquf{ la dosis de diclorvas administrada a
las g9rupos experimentales fue decrementada gqeomndtiricamente hasta
no obtenerse alguna manifestacidn de efscto cbservable. Se
registraron los efectos que presentaron los sujetos como

respuesta cuantal de todo o nada.

Resultados

Se encontraron los siguientes efectos generales: temblores]
convulsiones y piloereccidn} pérdida de agquilibrio y clanasis} y
muerte, Para cada uno de los anteriores efectos se abtuvo una
curva dosis respuesta a partir de la transformacicn de la
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1.

frecuencia acumulada de emision del efecto cuantal a porcentaje
(Fig, No 1} y las curvas Log Dosis Probit (Fig. No 2) mediante
1a transformacidn de la dosis en logaritmo y el parcentaje de

respuestas acumulado en prabit.
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Fig. No 1.- Curvas dosis respuesta del diclorvos. La
abscisa represanta la dosis administrada de diclarvos (mg/kg) y
{a ordenada el porcentaje de la respuesia. L& primsera curva es
de la conducta de tesblores, la segunda de convulsiones y
plloeraccidn, la tercara de cianosis y perdida de equilibrio y la
ditima de averte. Cada punto expresa el porcentaje acusulativo de

animalas que manitestaron confurue e increwadntd la dosis.
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Fig. No 2. Curvas Log Dosis probit dal Diclorvos. La
abscisa represanta el logariteso de ila dosis, (a ordenada la
¢ransformacién del porcantaje de respuasta acumsulado a probdit. La
primera curva es de la conducta de tembloras, la segunda de
convulsionas y pilosreccion, la tercera de cianosis y pérdida de

aqulltdbrio y la dltima de musrte,
Discusion

En este experimento se detectaron los efectos tiéxicos del
diclorvos DL30 = 3,7 mg/kg, contorae se jncrementd la dosis
tanbién se incrementd la severidad de low efectos téxicos. Hay una
clars separacidn entre los efectos extremadamente téxicos (muerte)
y el efecto téxico menorj temblores. También se observa que hay

una sobreposicién de las curvas dosis efecto.




Expar-imentoc ITZ.- NRaministracision
Cronrca y Determincron
Blroguimica
Para realizar é¢ste experimento fué necesario llevar a cabo un
experinents preliminar.
Expar-imvento Prelrirmwirnar.—- Seleccisin
T Dosrs Subumbdrales
E]l cbjetivo de este experimento consistid en seleccionar las
dosis subumbrales de dos substancias gque inhiben a la
acetilcolinesterasa; el diclorvos que es un insecticida
organofosforado y !a eserina que es una droga de uso
terapsutico. Para ello, era netesario tener las curvas dosis

respuesta del primer efecto observable de ambos firmacos.

Da acuerdo a los resultados del experimento I, la primera
manifestacidn observable de una substancia que inhibe la
acetilcol inesterasa (diclorvos) fue la conducta caracterizada
por temblores, sin embargo, resultd necesario comprobar si é¢sta
conducta tasbidn era la prl-ora manifestacidn conductual de la
euerina as{ comp determinar su curva dosis respuesta cuantal, y
ademis obtensr nuevamente la curva dosis respuesta del diclorvos,

éato ditimo por dos razones}

a).~ Un cambio en la via de administracicon: de
intraperitoneal a intrafsgica.

b).- Un cambjo en la concentracidn de la substancia de
0.291% a 93.2% para un mejor control de calidad y acceso de la



Método
Sujetos

Se utilizaron 134 ratas en condiciones idénticas reportadas

en el Experinento I.
Farmacos y Substancias

Se utilizé diclorvos al 93.2%. (Bayer)y eserina (SIGMA)}
cuando fué necesario, dstas se diluyeron usando como vehiculo

aceite do maiz (Premier).
Procedimiento

El procedimiento para obtener las curvas dosis respuesta
cuantales de la primera manitestacidén conductual cbservable tanto
del diclorvos coma de la eserina fué parecido al del experimento
anterior con la excepcidn de que la via de administracidn para

ambas substancias fué intratsgica.
Resul tados

Obtenida la curva dosis respuesta de la conducta de
temblores tanto para el diclorvos comp para la eserina, los
porcentajes de respuesta fueron cambiados a expresiones prabit
(Goldstein, 1979}, y las dosis a logaritmns de dosis. Estos
valores fueron ajustados mediante la técnica estadistica de minimos
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cuadrados, para poder extrapolar valores no manipulados
experimentalmente, ya gque se pretendia seleccionar dosis
subumbrales. Esta seleccidn se 1levé a cabo cubriendo dos
criterios} por un lado, que la dosis para los dos f4rmacos
tuvieran un sfecto conductual equivalente, y por otro, fuera una

dosis subumbral. Figs 3 y 4.
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Fig. No 3.~ Curva Log Dosis Prabdit para el Diclorvos. La
prinera ascala de la abscisa representa e! logaritso de la dosis
adeinigtrada de Diclorvos, la segunda escala representa la dosis
de dicho f&rsace en valeres reales. Lz ordenada izquierda
representa e! porcentaje de respuassia transéorsade a Probdit, y
la ordenada deracha el porcentaje de respussta (la tumncion de
ésta escala os solo de referencia’). Con (Q) se representa la
interseccitn antre Logariteo de Dosis y Predit. La linea recta
representa los valores estimados sedianta al ajuste por sinimos
cuadrados) con una pendiante de 3.32, una ordenada al arigen de
2,62 y um coeficiante de determinacion de 8.853. £1 N auestra @l

punto de seleccidn de la dosis subumbral del diclorvos.
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Fig. No ¢.- Curva log dosis probit pars la Eserina. La
prinera escala de la abscisa repragenta sl logariimo de la dosis
administrada de £serina, la sagunda escala representa la dosis
de dicho farsaco en valores reales. La ordenada izquierda
reprasanta el porcantaje de respuesta axprasado an probit y la
ordenada derecha el porcentaje de respuesia (nuevamenie, la
funcién de ésta escala es solo de raferancia’. Can (D) se
raprasenta la interseccién entre log de dosis y prodit. La linea
recta rapresenta los valores estinados a través del ajuste por
minimos cuadradosi con una pendiente de 2.48, urna ordemada al
arigen de 3.35 y un coaficientre de deterninacion de 4898. £1 ¥
suestra al punto de selaccién de la dosis subusbral del la

aserina.



En base a los resultados expresados ;n las Figuras 3 y 4 s»
seleccind en forma arbitraria dentro del rango de dosis
subumbrales el efecto de aproximadamente i% poblacional para
ambos {4rmacos (que equivale a 2.47 de probit}, esta extrapolacidn
representa una dosis subumbral para el Diclorvos de | m9/kg9 y de

0.5 mg/kg p.;l 1a Eserina,
Discusion

El hecho de realizar primero un cernimiento ¢armacoldgico
(Experimento 1) y posteriormente determinar la curva
dosis-respuesta de) primer efecto observable de ambos +armacos
para de ahi seleccionar dosis subumbrales, fu# necesario debido a
que la literatura que a empleado en sus investigaciones eserina
(¢isostigmina) -no se ha usado hasta ahora diclorvos- no
reportan mayor informacidn de la dosis que seleccionan en sus

experimentos.

Ya determinadas las dosis subumbrales de asbas substancias
se 1levd a cabo la investigacidn formal, que es el experimento que

a continuacion se describe.

Aplicaciitn Crénmifica y Deoteorminacisdon

Broeuimica

El objetivo de éste experimento fuéd llevar a cabo la
evaluacion del procesn del aprendizaje de lugar mediante ensayo



error en una *caja con hoyas® y abservar su corralato bioguimico
al alterar los niveles de acetilcolina a travéds de la exposicion
cronica de substancias que inhiben la enzima Gque degrada dicho
neurotranamisor. Parg lograr ¢] anterior objetivo el experimento
consistid de tres $fases que fueron: administracidn crénica,
entrenamiento en la ‘caja de hoyos, y por ditimo la determinacion

bilogquimica.

Nétodo

Sujetos

Se usaron 36 ratas machos Wistar como sujetos de estudio
procedentes del Bioterio General de la ENEP Ixztacala, con un
peso aproximado de 60 = 10 g, El mismo dia de llegada al
laboratario eran asignados al azar a 1os grupos. Los sujetos
fueron alojados en cajas-hogar de acrilicol en cada caja se
hospedaron de 2 a 3 ratas. En o] lugar de alojamineto
permanercieron bajo ciclos luz-obscuridad de 12/12 horas a
temperatura ambiente aproximada de 18°C a 20°C, y con acceso

libre al agua durante toda la investigacion hasta su sacrificia.

Los 86 sujetos fueron asignados al azar en @ grupos
independientes que 4ormaron parte de un dimeXo factorial de doble

entrada de 2x4 (Tabla No 1)

Durante la administracion crénica los animales tuvieron
accesd libre ¢} alimento, no as{ durante el entrenamiento
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conductual cuando a 1as ratas se les privo de alimento durante
aproximadamente 22 horas, ya que posterior a la terminacion de la

sesidn de entrenamineto se le proporciondé una hora de alimento

libre.

Fase I.- Administracion Crénica
Aparatos y Material

Canula intrafsgica, bascula, jeringas de insulina o

tuberculina, hojas de pagel.
Firsacos y Substancias

Agua Destilada. Se aplicé en volumen la milésima parte de! peso.

Aceite de Malz. (Prenier).8e aplicé en volumen 1a milésina parte del

peso.

Diclorvos a) 93.2%. (Bayer). Se llevo a cabo Ja dilucion de la
substancia en aceite de mafz de¢ tal manera que 20 les aplicd a las
ratas una dasis de | w9/k9 en un volusen se9dn su peso entre

1000,

Eserina (No 8373 de SIOMA). Se 1leve s cabo la dilucién de la
substancia en aceite de maiz de tal forma que se aplicd a las
ratas una dosis de 0.3 m9/kg en un volumen segdn Su peso entre
1000,



Procedimiento

Ls aplicacidn crdnica 8¢ llevd a cabo durante 43 dias
consecutivos de 12 a 13 hrs por via intrafigica, la substancia que
ue enpled dependid del grupo al que pertenecio el sujeto a tratar}

agua destilada, aceite de maiz, diclorvos, o eserina.

Concluidos los 43 dias, uno de los dos grupas pertenecientes
a la aplicacién crénica pasé al entrenamiento conductual y e! otro
4ué sacrificado para la obtencidn de material bioldgico para las

determinaciones bioguimicas.

Fase IXI.- Entrenamiento Conductual

Aparatos y Naterial

Caja experimental (modificacion del aparato reportado por
Oades, 1981) de madera con dimensiones de 70 x 70 tm de iargo ¥
altura de 19 cm, pintada de color 9ris. En una de las paredes
laterales ests ubicada la caja de partida separada por una pusrta
de guillotina, en otra pared lateral en la proximidad al piso se
encuentra una abertura de | cwm cuya funcion fue la de éaciliter
l1a limpieza de 1a caja experimental, ya que por ahi se introducian
y se sacaban los pisos de la caja. En el piso de la caja se
locatizan $4 hoyos de 4 cm de dismetro cada uno, separado uno de
otro por un espacio de 10 cm, dichos hoyas tienen una
profundidad de I cm y una base de plastico, por lo que
$uncionaron como comederos (¢ig. No 3). En algunos de los
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comederas se colocaron pastillas de alimento convencional para

roedores (ratoncina purina).

La caja experimental estuvo colocads durante todo el tiempo
que durd la investigacidn en la esquina izquierda del cubiculo No 3
de] bioterio general de la ENEP Iztacala, donde siempre estuvo
presente ruido consistente del sonido cotidiano esitido tanto
por los demds animales como por la rutina de aseo del bioterio

qeneral.

Se usd un formato de registro (@l cual se presenta en la

pagina 94).
Férsacos y Substancias

ldéntico a los descritos previamente en el procedimientn de

aplicacidn cronica.
Proced imiento

Se seleccionaran en forma aleatoria y por dnica ocasion
cuatro de los 14 comederas de la caja experinental, y sdlo en
éstos se colocd una pastilla de alimento de 34 2 2 m9 @n cada uno
(conederas A), & lo largo de todo el antrananientd se usaron
siempre los mismos comederos A, é¢stos comederos se especifican en

la figura No 3.



® 0O O o
u 12 a3 4
Comederos B —=~--==|~-Q @ o) O
. 21 22 23 24
O O . ===| - Cumuderos
31 32 a3 kL) Seleccionados
(n)
0O O e o
31 42 43 44
Puerta de Guillotina =w~w-w--u - —-j

~===== Caja de Partida

Flg. No 5. Piso de la caja experinental. Lsta as
representada an una escala de 1710 ca®, Los cuatro Aayos
selaccionados en forma alaatoria an donde se colocd alimento

fuereons L1, 22, 3¢ y ¢3.

Durante »1 entrenamiento conductual se continud con la
administracidn de las substancias en condiciones idénticas a las

descritas para la administracion cronica.

Cada sesién experimental se inicid con la administracidn
intratdgica de la substancia al sujetnl en cada caso se administrd
la mimma substancia que recibid durante la administracién cronica.
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Despuds de media horas de adeinistracion de la substancia se
colocaron las pastillas de alimento en los comederos A, se
introduc{a al animal a la caja de partida, se abria la puerta de
quillotina, y se esperaba hasta gue el sujeto entrara & la caja
experinental @ inmediatamente se cerraba 1a puerta de

guillotina.

A partir del momento en que el sujeto entraba a la caja
experimental, se registrd el tiempo que @] animal invertia en
comer las cuatro pastillas colaocadas en los comederos A y la
secuencia de visitar tos diferentes hoyos tuvieran o no comida,
cansiderando comno respuesta correcta cuando el sujeto introducia
e! hocico a los comederos que tenian alimento y lo consumian y,
respuesta incorrecta cuando el animal introducia el hocico a los
comederos que no tenian alimento (comederos B) incluyendo los
comederos A cuando ya se habia consumido la pastilla de alimento

(comederas A°).

El registro se llevd a cabo anotando en 1a hoja de registro
el ndmero del comedero al! que la rata habia introducido el hocico,
en ol caso en que e) anisal consunia ia pastilla de alimento, el

ndmero registrado fué encerrado en un circule,

Cuando el sujeto consumio la ditima pastilla de alimento
colocada en 1a caja experimental se considerd concluido un ensayo
por 1o que se abria l1a puerta de guillotina y era cerrada cuando
el animal entraba a 1a caja de partida. Inmediatamente se volvian




& colocar nuevamente las pastillas de alimento en los comederos
A ¥ se abria la puerta de guillotina para iniciar nuevamente otro
ensayo, éste procedimiento se repiticd hasta completar 10 ensayos,

ya que cada sesidn estuvo integrada por 10 ensayos.

Concluida una sesidn el sujeto era regresado a su Caja hogar,
se continud con la sesidn de otro sujeto del! misso grupo hasta
completar una sesion de todos los integrantes de un grupo en el
mismo dia. Concluida la sesion del ditimo sujeto del grupo, se

proporciond alimento libre a todos los sujetos durante una hora.

En el intervalo sntre sesiones de un dia a otro se lavaban
los comederon con aSua y jabdn para posteriormente secarlos con
un trapo. Adenis se cambisba y lavaba el piso de la caja

experinental.

S8e daba por concluido e] entrenamiento conductual hasta gue
el sujeto emitia como mixino cuatro respuestas incorrectas en una
sesisn de diez ensayos por tres sesiones consecutivas,
considerando que en una sesidn el sujeto ten{a que emitir
{orzosamente 40 respuestas correctas, por lo cual el criterio

4ue de un 10% de errores.

La contiabilidad entre observadores fu¢ obtenida por e}
método de Gottwan (1980) para datos secuenciales, mediante la

$ormulat Z= P_ly/x) = Py

J (1 = Px)Py(l = Py)/Nx
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En donde:

Pxi es la probabilidad de enisién de la respuesta correcta.

Pyl es la probabilidad de emisidn de la repussta incorrecta.
P{y/x)} es }a probabjlidad de que se haya emitido la respuesta
correcta seguida de 1a respuesta incorrecta en k cbservaciones.

Nx} ndmero de veces que se smitic la respuesta incorrecta.

La anterior ¢érmula se aplicd en $arma independiente para
cada observador, de tal manera que si las 2's para ambos
observadores resulta mayor que 1,96 o menor que -1.94 tienen una
confiabilidad del 93% en el registro de la estructura

secuencial.

Fase IIX.- Determinaciones

BioQuimicas.

Las determinaciones bioguimicas se realizaron en los aocho

grupos. Estas consistieron de:

A),- Determinacion de Praoteinas en cx+vnc+o de Cerebro.
§).- Actividad Especifica de Acetilcolinesterasa en Homogeneizado
de Cerebro.

En e] caso de los cuatro grupos que no pasaran al
entrensmiento conductual, al dia siguiente de concluidos los 43
dias de aplicacidn cronica los sujetos fueron sacrificados en
pramedio una hora antes de la hora en Que se ies administraba l1a

substancia.



Por otra parte, el sacriticio de los restantes cuatro
grupos a los cuales se les entrend conductualmente, se llavé a
cabo bajo las mismas condiciones que los que no habian sido
entrenados conductuaimente, pero hasta el dia siguiente que

cumplian ol criterio de adquisicion de entranamiento conductual.

SACRIFICIO DE LOS ANIMALES Y OBTENCION DE LAS MUESTRAS DE
TRABAJO.

El sacriticio de los animales y la cbtencion de las muestras
de trabajo para las determinaciones bioguimicas se llevaron a

cabo con el siguiente procedimiento:
Aparatos y Materia)

Una centrifuga refrigerada de alta velocidad., B-20A.
DAMON/ 1EC. DIVISION.

Un redstato. ASCQ. (Controvac. Méxicol.

Un taladro. Cat.7106. (Black &k Decker. Meéxicol.

Un homogeneizador. (Thomas PHILA. No BLié47. USA).

Un agiatador magnético. (Corning PC-333 STIRRER).

Un patencidmetro digital. (Conductronic. PH10).

Una cémara de vidrio para anestesia de 16xié cwm de lado y 20
cm de alto, un estuche de diseccisn, cajas de Petri de 3.3 ca de
dismetro, pipetas Pasteur, pipetas volumétricas de 10 ml, barras
magnéticas de 2.%cm x 0.3cm, jeringas de insulina o tuberculina,
algodén, tubns de ensayo, vasos de precipitado de 250 8500 y 1000
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ml, una guillotina, hielo.

Firwacos y Substancias

Agua destilada.

Oxalato de Potasio -KaCaDae.HaO- &) 1%. (REY-MOL, S.A).
Eter -CgHe)u0- (J.T. Baker, 8.A).

Hidroximetil aminometant -CqeHesNGa- (Merck-México 5.A).
Cloruro de Sodio -Na Cl- (Merck-México S.A.).

Acido Clorhidrico -H Cl- al IN (J.T. Baker, S5.A.).
Hidroxido de Sodio -Na OH- al IN (Merck-México 8.A).

Procediniento

8¢ colocd algodon impregnado con eter en la cémara de vidrio,
on ésta se introdujo al animal hasta que perdid el reflejo de
endergzaniento, después todavia latiendo el corazén del animal, se
desprendi6 la cabeza mediante una guillotina, con equipo de.
diseccion apropiado se corts el crinso a nivel sedio sagital desde
l1a nuca siguiendo la Linea media hasta @] frontal, después se
separaron los lados laterales y posteriarmente se desprendio el
cerebro por su base colocandolo en una caja de Petri que se
encantraba sobre hielo. El tiempo méximo transcurrido entre el
desprendimiento de la cabeza y la colocacidn del cerebro en la

caja de Patri fué de tres minutos,

El cerebro fué congelado a una temperatura de -4°C durante’
un tiempo no mayor a 10 dias.
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Cuando se descongeld el cerebro me realizaron el mismo dia
las determinaciones bioguimicas: cantidad de proteinas y actividad

especifica de acetilcolinesterasa en homogeneizado de cerebro.

El homogeneizado de cerebro se obtuvo de la siguiente

maneraj

Siempre se trabajd el cerebro sobre hielo.

Se prepard @] Buféer TRISNA de acuerda a la técnica de Dahl,
Holw y Schroder, 1977 (TRIS-H €L, .002 M, pi B8.3), el cual
consiste en pesar 242 mg de hidroximetil aminometano nds ¢ g de
claruro de sodio y disolverias en up litro de agua destilada.
Esta wezcla se colocd en el agitador magnético con una barra
wagnética, y se ajustd el Potencial Hidrogeno (pH) a 9.3 con acido

clorhidrico o hidroxido de sodio

Al cerebro se le extrajeron ios bulbos olfatorios y el

cerebelo.

El cerebro se colocd en el homogeneizador y me agregaron 6

ul de Buffer TRISNA.

E1 véstago de) howoyeneizador se ajusto a la cabeza del
taladro, y ¢ste a su ver se conectd a un redstato ajustado a 40

rpm.



Prendido el redstato el vistago se introdujo al

homogene izador 13 veces.

Esta mezcla se vacid a un tubo de ensayo para ser
centrifugada en refrigeracion a una temperatura de 2-4 C'a 15 000

rpm durante 10 minutos.

E]l sobrenadante se separd con una pipeta Pastasur para
efectuar las determinacones bioquimicas (homogeneizado o extracto

de cerebro).
DETERNINACION DE PROTEINAE EN HOMOGENEIZADO DE CEREBRO.

Este procedimiento se llevd a cabo con o] objetiva de
determinar la cantidad de proteinas existentes en @l extracto de
cerebro.

Aparatos y Intorlil

Un espectofétometro. (UV-210A Shimadaul.

Un agitador para tubos de ensayo. {(Super-Mixer, at. No 1290
Lab-Line Instruments, Inc.U.8.A).

Vasos de precipitado, pipetas de | ml, pipetas de 10 »l,
tubos de ensayo.

Firsacos y Substancias

Agua destilada.




Homngeneizado de gorobrn.

Sulfato de Cobre Pentahidratado -Cu S045Ha0- al 6.58 J.7.
Baker, S.A).

Tartrato de Sodio y Potasin =K Na Cq HeOl.4Ha0- al 2% (J.7.
Baker, 8.A.).

Carbonato de Sodio -NagCOs- al 2% (Productos Quimicos Monterrey
S.A). Esta substancia se prepard en Hidroxido de Sodio -Na OH- al
0.4 N.

Hidroxido de Sodio (Na OH) al 0.1 N {(Merck-México, S.A,),
Albumina de suero bovino ¢racc., V. (SIGMA de México S.A.},
Reactivo de Folin-Clo:.I{ou. Dilucidn 1 a 1., (SIOMA de México

S.A.).
Procedisiento

Este procedimiento se )levd & cabo por el método de Lowry -

Rosebrangh, Farr y Randall (1951), el cual consistid de dos proca
dimientos:

1.~ Obtencidn de la Curva Patrdn
2.- Obtencidn de concentraciones de proteinas en Homogeneizado de

Cerebro.
Obtencién de la Curva Patrén

Se prepararon primeramente las soluciones *A° (sulfato de
cobre pentahidratado) al 0.5%, "B" (Tartrato de Sodio y Potasio)
al 2%, y 1a solucidn *C* (Carbonato de Sodio) al 2%, con dstas se
prepard la solucidn *D*, que consistic en la mezcis de un volumen
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de la solucidn "A* mis un volumen de la solucidn *B",

Posteriormente se prepard la solucidn "E*, la cual consistio de 50

volumenes de °C* y un volumen de °D°.

S8e colocaron 5 m) de solucidn "E" en 18 tubos de ensayo.
Despuds en los primeros tres tubos se colocaron | ml en cada uno
de agua destilada, en los siguientes tres tubos se vaciaron | ml
de agua destilada que contenia 20 pg de proteina, a los siguientes
tres tubos se le agregaron 1 m] de agus destilada gue contenia 40
ug de proteina, y asi sucesivamente con concentraciones de proteina

de 60, 80 y 100 uog,

Poster iormente se agits cada tubo. Se dejo reposar 10
minutos. Despuds se colocd a cada tubo 0.5 nl de Reactivo
Folin-Ciocalteu diluido | & 1. Se agitd cada tubo. Ge dejc repasar

30 minutos y posteriormente se midid la absorbancia a 730 nm.

Obtencion de Concentracidn de Proteinas en Nowogeneizado de cerebro

Igual al procedimieto anterior con la excepcidn de qus no se
usd albumina de suero bovino, en su lugar se administrd S ul de
homogeneizado de cerebro adicionéndose los miswos reactivos y

volumenes caorrespondientes como en la curva patrén.

La concentracién de proteina se obtuva por interpolacidn de la

absorbancia en la curva patedn.



ACTIVIDAD ESPECIFICA DE ACETILCOLINESTERASA EN HOMOGENE1ZADO DE
CEREBRO,

Ente método tiene como finalidad medir la actividad de la
enzima indirectanmente a través del 4cido ace¢tico que produce la
hidrolisis de acetilcolina, el s&cido acético fue cuantificade

mediante el cambio en el pH de! medio de reaccidn.
Aparatos y Material

Un agitador magnético. (Corning PC~383, STIRRER).

Un potencidmetro Digital. (Conductronic. PH 10),

Barras magnéticas de Oma x 1.5 y 2.3cwm x 0.3cwm, hielo,
pipetas de iml, pipetas de 10 ml, vasos de precipitado, tubos de

ensayo.
Férmacos y Subistancias

Adenis de las mencionadas para cbtener las muestras de
trabajo se requirid de Cloruro de Acetilcolina'(No A-4423, SIOMA
usAa) .

Procedimiento

Este se llevd a cabo por el wétodo propuesto por Dahl y cols

(19727), el cual consistid de dos procedimientos}

1.~ Obtencion de la Curva Patrdn de Acido Acético.
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2.- Obtencion de la actividad especifica de la

Acetilcolinesterasa,
Obtencidn de la Curva Patrén de Acido Acético

Se construyd utilizando concentraciones desdes. 001 M a 00044
M de dcido acdtico, a éstas concentraciones se les agregaron é ml
de Buffer Trisma -0.002 M- (la preparacion de é¢sta mezcla se
especifice en el procedimiento de sacriticio de los anivales y
abtencidn de las muestras de trabajo), posteriormente se midio el

pH utilizando un potencidmetro,
Obtencion de la Actividad Espaciiica de la Acetilcolinesterasas

Se prepard Cloruro de Acetilcolina a una concentrcion de

9x10-® M an Buffer TRISMA, su pH oscild entre 6.19 a 8.22.

En un vaso de precipitado se colocd ! mi de extracto de
homogeneizado de cerebro mis 6 nl de cloruro de acetilcolina en
Bufter TRISMA, se dejaron transcurrir 3 minutos sin registro
alguno, durante dste tiempo y a la brevedad posible se colacd a
dicha substancia la pequeia barra magnética sobre el agitador
magnético y se introdujo e! electrodo del potencideetro.
Exactamente en el minuto cuatro se {nicid a registrar el PH de la

substancia cada minuto hasta tener 30 minutos de actividad.



Resultados

Para mayor claridad en la exposicidn de los resultados es
importante recordar que déste experimento estuvo integrado por

tres fases:

1.- Administracion Crdnica,
13,~- Entrenamiento Conductual.

111.- Determinacion bioquimica.

En la ¢fase I gque corresponde a la administracion cronica no
se® requirid de un andlisis de datos debido a que fuéd un
procedimiento de tratamiento en donde solo se adeinistrd a los
sujetos una substancia, siendo é¢sta Fase necesaria para la

subsiguiente Fase.

En la fase de entrenaniento conductual se llevd a cabo el

cliculo y andlisis de las siguientes variables}

a).- La Contiabllidad entre observadores.

b).= E1 ndmero de ensayos invertidos por cada sujeto para lograr

ol aprendizaje de lugar.

e).~ Porcentaje de Respuestas Correctas = ___A 100
A+A +8
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®).- Eficiencia Temporals Numero de Rego, Coyxrstiag
Tiempo Total ( Seg, }

A= Ndmero de veces gque ¢! animal introdujo el hocico a los

comederos que tenian alimento y lo iaj Resp ta correcta.

A'= Ndmero de veces que ¢l animal introdujo el hocico a los
comederos A, cuando ya habia sido consumido el alimento}
Respuesta incorrecta.

B= Ndmero de veces que ¢l animal introdujo e! hocico a aquellos

comederos que ndnca se les colocd alimento} Respuesta Incorrecta.

A continuacién se describen cada una de las mediciones y la

4orma en Que se llevd a cabo #] andlisis de resultados.

CONFIABILIDAD

€1 registro de dos observadores para cbtener la
confiabilidad entre estos se llevd a cabo tres veces a la semana
en forma aleatoria. La confiabjilidad fué calculada de acuerdo a
la formula de Gottman selalada anteriorsente por sesidn en cada
uno de los sujetaos. Los valores de las 2's obtenidas oscilaron
de 1.30 a 1.90, 1o que indica que hubo una confiabilidad entre
cbservadores de 80% a 94%.

APRENDIZAJE DE LUGAR
El ndmero de ensayos invertidos por cada sujeto para lograr
el aprendizaje de lugar, consistid en contar las sesianes que
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cada sujeto necesitd para alcanzar el criterio de adquisiciodn
{emisidn méxima de cuatro respuestas incorrectas en la sesidn
durante tres sesiones consecutivas). Los resultados se suestran

en ta tabla No 2,

El anslisis estadistico de! ndwmero de sesiones empleadas por
las sujetos se llevd a cabo mediante un andlisis de varianza
completamente aleatorizado de una via (administracion crénica),
cuyos resultados se presentan en }a Tabla No 3, en dicha Tabla
se aobserva que la diferencia entre los grupos resultd
signi¢icativa con una p ¢ 0.03, resultado Que condujo a realizar
una prusba de comparaciones mditiples de Tukey para obtener todas
las comparaciones pareadas entre promedios. LA pruesba de Tukey
cuantitico las siguientes diferencias significativas entre grupos
con una p < 0.03;: agua-diclorvos} agua-eserinaj
sceite-diclorvos) aceite-sserina. No encontrandose diferencia
signiticativa entre 108 grupos de agua-aceite;

enerina-diclorvos.

El resultado anterior explicita que los datos seKalan
suficiente evidencia estadistica (con una confiabilidad del 93%)
como pars poder atéirmar gue los sujetas que integraron los
grupos experimentales invirtieron significativamente un ndmero
wmenar de sesiones para lograr el aprendizaje de lugar que los
grupos de agua y aceite, fendmeno que se observa visualmente en

la #ig No &1

T
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£Fig. No 8. Br&fica del prélodlo de sasiones que cada grupo
inviretd para lograr el aprenditaje de lugar. £1 aje de la
abscisa repreasenta los diferantes grupos, y el eje de la
ordenada el prosedio de sssionas empleadas por grupo en al
apreandizaje de lugar. £l dato expresado dentro de cada barra as
@l promedio espacifico por grupo. La diferencia gque se observa
entre los grupos control y los experimentales fue significativa

con una p ¢ 0.08

A continuacion se describe la forma en que fué cuantificado y
analizado e] porcentaje de respestas correctss y ls eficiencia
temporal, por ello es importante aclarar que el primer ensayo de
la primera sesion no fué considerado para dicho anélisis, sin
enbargo, los resultados de éste ensayo se presentarin

posteriormente por razones que serdn explicadas en su momento.

PORCENTAJE DE RESPUESTAS CORRECTAS
La cuantificacidn del porcentaje de respuestas correctas se
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~1levé a cabo por sesién (10 ensayos) en cada unc de las sujetos de
acuerdo a 1a formula sefalada anteriormente. Los resultados se
presentan en la Tabla No 4. Con dstos datos se realizd un ajuste
lineal por minimos cupdrados de )la ejecucion emitida por cada
sujeto, asi como una prueba‘’t’ de student para demostrar
signiéicancia de 1a recta obtenida del ajuste, #l resultado de

tal andlisis se expresa en la Tabla no 8.

En 1a Tabla No S se advierte que las pendientes resultaron
significativas (p < 0.043 las *t* calculadas fueron mayores que
las °t" tedricas), lo que indica que existe una linea recta que
representa el proceso del aprendizaje de lugar, por
consiguiente, las pond‘ontol de dichas rectas son
representativas y significativas, de ahi que se censideraran dstas
para comparar la ejecucion de los diferentes grupos respecto al
procesn del aprendizaje de lugar. La comparacidn de las
pendientes entre grupos se llevé a cabo mediante un andlisis de
varianza completamente aleatorizado de una via (administracion

crénica), cuyos resultados se presentan en la Tabla No 4.

El resultado del andlisis de varianza para encontrar
diferencias grupales entre pendientes, resultado que es
expresado en 1a Tabla No 4, cuantiticd 1a existencia de
diferencia entre los grupos con una » ¢ 0,01, debido a ello se
continud con el calculo de comparaciones mditiples (Prueba de
Tukey), encontrandose diferencias significativas (p ¢ 0.01)
entre los siquientes grupos: agua-diclorvosj agua-eserinaj
sceite-diclorvas] aceite-eserina, No hallando diferencia



signjficativa entre los 9rupos: agua-aceite; eserina-diclorvos.

Por 1o tanto, se puede atirmar estadisticamente (con una
confiabilidad del 99%), gue el grupo de diclorvaos y el de
eserina tuvieron una pendiente mayor (una inclinacidn mis
pronunciada) gue los grupos de agua y aceite, es decir, los
grupos de diclorvos y eserina tuvieron una aceleracidn mayor
{velacidad mayar de adquisicidn) en el proceso de aprendizaje de
lugar que los grupos de agua y aceite, dicho resultado se

observa grificamene en la fig No 7!

Exper.

ontr .

NAGPIISH YNOW & NISY
-

.
] JJ J [ l[lllll;t]

oite SESIONES
mn oPicrarves xEserina

Fig. Mo 7. Gréfica del promedio por grupo de las pendientes
del sprendizaje de lugar. £I aje de la abscisa represanta las
soniones, ol aje de la ordenada @l porcentaje de raspusstas
corractas. La diterencia qua se obsarva enira las grupos
experimentales con respacto & los cantroles fué signidicativa ¢p

€ 0.00.
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EFICIENCIA TEMPORAL
La cuantificacidn y anslisis de la eficiencia temporal se
realizd de la misma forma que e! porcentaje de respuestas

correctas, ver Tablas No 7, 8 y 9.

En la Tabla No ? se evidencia que no existe diferencia
significativa (p > 0.08) entre los grupos con respecto a las
pendientes, en otras palabras, los grupos tratados son iguales
respecto al proceso de la eficiencia temporal, fendmeno que se

observa graficamente en la $ig9 No 68}

e IOVTE= Anam

e sSEsSIONES
m; ¢ adicierv. xEserine

Fig. No P, 64/ica dal promedio por grupo de las pandiantes
de la eficiencia tempral. £n el eje de la abscisa se reprasenta
a las sesionas, en el ej@ de l2 ordenada la eficiencia temporal,

No Aubo #iderencia signiticativa antre los grupes.

CATEQORIA °C*

Por otra parte, el ensayo No { de la primera sesion no fué
inciuido para realizar los tres dlitimos andlisis debido a que se
presentd el siguiente fendmenoi sclo en el primer ensayo, es decir
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on el inicio de 1a fase de entrenamiento conductual, todos los
sujetos emitieron una categoria de respuesta no considerada en la
investigacidn, la cual consistio en visitar los comederos gue
tenian comida ¥y no consumirla (categoria C), todos los anisales
consumieron el alimento tiempo despuds de permanecer en la caja
experimental, por lo cual, el andlisis de resultados que se llevd
a cabo de ¢ste priwer ensayo fué @] porcentaje de emision de ésta

categoria C y la eficiencia temporal,

En la Tabla No 10 se presentan los resultados del

parcentaje de respuesta de la categoria C.

En la Tabla No 1! se expresan los resultados del andlisis de
varianza completamente aleatorizado de una via para comsparar los
grupas con respecto al porcentaje de respuesta de la categoria C,
encontrandose diferencia significetiva al nivel de 0.03 (p <
0.03), dedido a ello se llevd & cabo un andlinis de Comparaciones
Hu'lUplol de Tukey, srrojando éste diferencias significativas (p
< 0,03) entre loe 9rupos: agua-eserinal aceite-eserina. No se
encantro diferencia significativa entre los grupos: agua-aceite}

asua-diclorvos| aceite-diclorvos y diclorvos-eserina.

Lo cual signitica que existe diterencia entre las grupos
controles (agua y aceite) con respecto a uno de los grupos
experinentales (eserina) en relacidn al porcentaje de visitas a
los conedesros que tenian comida y no consumirla en el primer
ensayo del esntrenamiento conductual, resultado que pusde
visualizarse en la Fig. No 9:
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Fig. No 9. 8radica del pocentaje pramedio de anisidn de la
catagoria C en el priser ensayo. £n el eje de la abscisa se
reprasenta a los difarentes grupos, an el /e de la ordenada el
porcentaje propedio por grupo de la categoria C. 86le se ancontrd
difarancia signidtcativa (p ¢ 0.03) entre el grupo experisental

que racibid ssarina y los grupos controles.

Continuando con el anilisis del primer ensayo, en la Tabls
No 12 se representa la eficiencia temporal de cada uno de los

sujetos.

En la Tabla No 13 se expresan los resultados del andlisis de
varianza completamente aleatorizado de una via que se llevd a cabo
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para evaluar la eficiencia temporal del primer ensayo entre los
grupos, encantrandose que no hubo diferencia signiéicativa (p )
0.08) entre ellos, en otras palabras, los sujetos de los
diferentes grupos son iguales respecto a la eficiencia temporal
omnitida en ol primer ensayo, es decir, la diterencia obtenida
entre grupos se debe a sventos aleatorios, fator gue puede

observarse en la Fig. No 10;

fceite Diclerv, Eserina
SRUPOS

Fig. No 10. Orafica del promedic por grupo de la aficiencia
tasporal en ol priser ansayo. £1 oje de la abscisa represents a
los diferantes grupos, el eje de la ordenaia el )ralol)n de la
eficiencia tenporal. £1 dato axpresads dantro d‘ cada barra es
@l prowedio especifice por grupo en el priser ansayo. No se

encontréd diferencia significativa entra los grupos.

La fase 1II que corresponde a las determinaciones

bioguimicas, se llevo a cabo la cuantificacion y andlinis de:



DETERMINACION DE PROTEINAS EN HOMOGENE!Z2ADO DE

CEREBRO.

Curva'Patrén

Obtancibn de Concentraciones de Proteinas.
ACTIVIDAD ESPECIFICA DE ACETILCOLINESTERASA

Curve Patron del! Acido Acetico.
Actividad Espaci/ica de la Acatilcolinesterasa

Por 1o cual, la exposicidn de los resultados y analisis de
datos se llevars a cabo en el orden citado, ademss, es importante
recordar que las determinaciones bioquimicas se realizaron en los
ocha grupos {4 grupos sin entrenamiento conductual y 4 grupos

con entrenamiento conductual).

DETERMINACION DE PROTEINAS EN HOMOGENEIZADO DE CEREBRO.

Curva Patrdn.

Esta se obtuvo a partir de realizar un ajuste lineal
por minimos cuadrados de la relacidn concentracidn de

proteinas-absorbancia a 750 nm. En la fig. No {| se msuestra la

curva patron de proteinas:
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Fig. No 11. Curva patrén de proteinas. £n el aje ¢e la abscisa
S0 representa la concentraciOn de proteinas expresadas en Me, v @0
el ejo de la ordenada la absorbancia sedida a 750 manimetros. Con
Q) se representa la Interseccién entre la concentracion de
proteinas y la absordbancia, con 1a linea recta los valores
@stimados sediante el ajusie por minisos cuadradoss con una
sendiente de 0,02, una ardenada al origen deQ 0L y un coeficinte
do dotarafnacion de 99,

Cancenéracidn de Proteinas.
Los valores obtenidas con éste procedimiento por cada

uno de los sujetas fud par duplicado, por lo que se obtuvo el
valor promedio de las dos mediciones en cada sujetn,
posteriormente, dicho valor (absorbancia) fué interpolado a la
curva patrdn de proteinas, para conocer la concentraidn de proteinas
expresada en ug. Después, mediante una regla de tres se cajculo
para cada valor la concentracidn de proteinas en ug por mitilitro,
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Los anteriores resultados se muestran en la Tabia No 14.

E]l andlisis de resultados que se llevd a cabo fué un andlisis
de varianza de doble entrada (determinacicn bioquimica X
administracidn crdnica) para disefos factoriales, los resultados:
de éste andlisis se muestran en la Tabla no 15, no se encontrd
diferencia signidicativa (» > 0.0%) en alguno de los factores,
por lo que se puede afirmar que estadisticamente la concentracion
de proteinas no difiere por el tratamiento proporcionado (agua,
aceite, diclorvos y eserinal, ni tampoco por el entrenamiento
conductual, es decir, los ocho 9rupos son iguales, en otras
palabras las diferencias que se abaservaron son producto de

eventos aAleatorios, fendmend que puede visualizarse en la Fig. No

12.
[ 4
r 10-
s !
[ !.S!
s 1
[ ’!
w® 1
[ 4
[ Z.SJ
e !
T ]
g [ ]
[  §
:. fgua Aceite Diclerv. Eserina
ne /K9 SRUPOS

Fig. No 12. grafica del promedio por grupo de la concentracion
de proteinas en Aomogeneiiado de cerebdro. S signitica sin
entrenanaiento conductual y ¢ con entrenamiento conductual. No
so encontrd diferencras signiticativas entre los grupos.
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ACTIVIDAD ESPECIFICA DE LA ACETILCOLINESTERASA
Curva Patron del Acido Acético.
Esta se obtuvo a partir de realizar un ajuste 1fneal
por minimos cuadrados de la relacion concentracion de &cido

acético-potencial hidrégeno (pH). En la Figura No 13 se suestra

dicha curva:

J l.!! 2'.5 '.I' 5].

tor waiersr, LG anl[Ritni i

Fig. No I3. Curva patron del acide acético. £n el eje de la
dbscisa se representa la concentracion de bcido acetico expresado
an -olarl"dad (M), y ean al eje de la ardenada el pH. Con (B) se
representa la Interseccién entre éstas dos variadles, ia linea
recta representa los valores estinados sediante el ajuste por
minimos cuadradoss con una pand{ente ¢@ -0.018, una ordenada al

orifgen de 8.3% y un coeficients de detarminacion de Q94.
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Actividad Especi/ica de la Acetilcolinesterasa.

Primeramente $ueron interpolados los 30 valores de pH
de cada sujeto a !a curva patrén de acido acético para conocer la
concentracidn de 4cido acético (molaridad) que correspondio al pH
medido, quedando una relacidn de minutos-molaridad de acido
acético por cada sujeto. Con dsta relacidn se realizd un ajuste
lineal por minimos cuadrados para conocer la pendiente de esos 30
pares de datos por cada ;ujo!u. las Tablas No 16 y No 17
muestran 108 resultados de dste anilisis con sujetos que no fueron
y fueron entrenados en ¢! aprendizaje de lugar respectivamente.
En las das antericores Tablas se cbserva que las pendientes
resultaron significativas (p ¢ 0.0), lo gque nos demuestra en
terminos estadisticos de que existe una relacidn lineal entre
minutos-concentracidn de &cido acético, por consiguiente, las

pendientes son representativas y significativas.

Debido al resultado anteriar, la pendiente de cada sujeto
$ué dividida por la concentracidn de proteinas obtenida para ese
sujeto, éste producto representa la actividad especifica de la
acetilcol inestera, Tabla No 18. El andlisis de resultados que se
1levé a cabo fué un andlisis de varianza de doble entrada
tdeterninacidn bioguimica X administracidn crénica) para diseRos

tactoriales, cuyos resultados se represetan en la Tabla No 19,
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Los resultados de éste andlisis arrojaron diferencias
significativasen la actividad especifica de la acetilcolinestera
(p ¢ 0.01) entre los diferentes tratamientof a los gue
estuvieron expuestos los sujetos (agua, aceite, diclorvos y
eserinal), no asi antes y despuds de! entrenamiento conductual (2

0.09).

Debido a los anteriares hallazgos se realizaron
comparaciones multiples con una prueba de Tukey para disefos
factoriales con un nivel de signiéicancia de 0.01 para canocer
ful grupos especificos que estadisticamente fueron diferentes con
respecto a la actividad especifica de la acetilcolinesterasa, los
resultados de éste andlisis arrojaron diferencias significativas
entre los grupos: agua-diclorvas) agua-eserinaj
aceite-diclorvos, aceite-eserina, no encontrando diferencias

significativas en los grupos agua-aceite y diclorvos-eserina.

Par Jo que podemns sefalar que de Jos anteriores datos
emerge evidencia estadistica para poder concluir que la actividad
especifica de la acetilcolinesterasa $ué wenor en los sujetos que
estuvieron expuestos cranicamente a firmacos cuyo mecanismo de
accién inhibe a la acetilcolinesterasa, resultado que puede

chservarse en la Fig. No 14,
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Fig. No. 14. 8rafica del promedio por grupo de In:u'tlvldld
especifica de la acetilcolinestarasa en homogenada de cerabro. £n
la abscisa se representa a los diferantes grupos usades para ia
adninistracién crénica, y an la ordanada el pronsdio de la
actividad do la acetilcolinesterasa. £l dato dontrp de cada
barra s el prosedic aspecivico por grupo, expresado an nuo”
nln" xng"‘ de proteina. £l andlisrs de datos arrojé ditfarencia
signiticativa (p ¢ 0.01) antra los grupos controles cen

respecto & los experisentales.
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Para finalizar éste apartado a continuacion se presentan una
serie de puntos a manera de conclusidn respecto a los hallazgos

de la presente investigacidn:

.- Los grupos experimentales (diclorvos y eserina)
invirtieron significativanente (p < 0.05) menos sesiones para
lograr el aprendizaje de lugar que 108 grupos controles (agua y

aceite),

2.~ Los grupos controles mostraron una aceleraciodn
significativanente mayor (p ¢ 0,01) en el aprendizaje de lugar

que los grupas controles.

3.~ E1 anéliuis de la eficiencia temporal no arrojd

diferencia significativa entre grupos.

4.~ Respecto al! andlisis del primer ensayo, el porcentaje de
enisién de 1a categoria C, resultsd significativo el grupo de
eserina con relacidn a los demis grupos (p ¢ 0.05), es decir, el
grupo de eserina tuvo un mayor porcentaje de emisicn de la

categor{a C gque los demés grupas.
3.~ Continuando con las resultados del andlisis de! primer
ensayo, no se encontrd diterencia signiticativa entre los grupos

con respecto a la eficiencia temporal.
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4.~ No se encontrd diferencia significativa en la cantidad
de proteinas en .¢x¥vanha' de cerebro entre los grupos

administrados cronicamente,

7.~ No se hallo diferencia signiéicativa en 1a cantidad de
proteinas en el homogeneizado de cerebro en los sujetos que no

fueraon y fueron entrenados conductualmente.

8.- Se halls diferencia significativa {p < 0.01) en ta
activida especifica de 13 acetilcolinesterasa en los grupos
eiperimentales con respecto a los controles, es decir, los
grupos de diclorvos y eserina tuvieron una menor actividad

especifica de la acetilcolinesterasa.

9.~ No se ancontrd diferencia significativa en la actividad
especifica de la acetilcolinesterasa entre los sujetos que no

fueron y fueron entrenados conductualmente.
Discusian

En 1a presente investigaciodn fué¢ necesario realizar
experimentos preliminares para llevar a cabo la investigacidn
formal objetivo de ésta tésis debido a que ue empled una dosis
subumbral, por lo que fué¢ menester conocer la curva
dosis-respuesta cuantal del primer efecto conductual observable

de las dos substancias anticolinesterssicas smpleadas (diclorvos

y eserina).
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La dosis subumbral elegida para cads fsrmaco fué¢ ardbitraria
considerando solo que la dosis para las dos substancias tuvieran
un efecto conductusl egquivalente (1 w9/kg para e) diclorvos y

0.03 wg/kg para la eserina).

Los animales tratados diariamente con diclorvos o eserina
en dosis subumbrales desde el destete hasta liegar adultos,
adquirieron mis répidamente e} aprendizaje de lugar por ensayd y
or;or que agquellos sujetos a los gque no se les administroé dichas
substancias (p < 0,05). Este resultado puede correlacionarse
directamente con la actividad enzimstica de la
acetilcolinesterasa, ia cual fué menor en los sujetos que
eatuvieron expuestas tanto al diclorvos comoc & la eserina (p (¢
0.01), lo que nos indica indirectasente que la cantidad de
acetilcolina cerebral $ué mayor on dstos sujetos. Par ello, se
puede concluir que la facilidad para aprender de los sujetos
expuestos al diclorvos y a la eserina se puede correlacionar con

el incremanto de la cantidad de acetilcalina ceraebral.

Estos hallazgos difieren de las de Meril) 11969) y
Upchurch y Wehner (1987) probablemente por Ja administracion del
44rmaco, en @) caso de Merill porque fué aguds, y en el caso de
Upchurch y Wehner porgue a pesar de haber administrado
cronicamente el antiAchE (DFP), no fué administrado en farma
continua durante el crecimiento de las sujetos, siendo que en la
investigacidn de duta tesis los anticolinesterssicos fueron
administrados en sujetos en proceso de crecimiento durante 63
diss antes del entrenamiento conductual y durante ¢l mismo.
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Ademis es importante seRalar que el experimento de Merill
{1964%9) como el de Upchurch y Wehner (1987) no midieron la
actividad de la AchE para determinar una correlacidn con la

ejecucidn obtenida en la ejecucidn del aprendizaje de lugar,

Por otra parte, los resultados de la investigacion de ésta
tesis pueden ser relacionados en forma parcial con uno de las
experimentos que llevaron a cabo Olton y cols {(i977). La relacidn
consiate en que los citados autores reportaron en forma bastante
escueta, que los animales al ser expuestos sin entrenamiento
previo al laberinto no consumian el alimento en forma inmediata,
tendmeno que en la presente investigacidn se designd Como categoria
€. Los autores no realizaron ningdn registro, ni andlisis de dicka
¢tendmeno, Por 1o que los resultados de la presente investigacion

deja cuestionamientos abiertos para ftuturas investigaciones.
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Discussion Seneral

El aprendizaje de lugar es otra forma de aprendizaje el
cual requiere para que se lleve a cabo de situaciones

espaciales.

La adquisicidén de éste aprendizaje se ha estudiado mediante
evitacidn {(Morris, 1984), aproximaciones sucesivas (Olton y

Samuelson, 1974) y por ensayo y error (Olton y cols, 1977).

La adquisicidn por ensayo y error del aprendizaje de lugar
8610 se ha realizado en un experimento reportado por Olton y cols
(1977}, en donde loa resultados obtenidos por los autores
muestran una relacidn lineal significativa del proceso de
aprendizaje, es decir, con pendiente lineal ()a pendiente indica
el prcnodiu de aceleracidn del proceso), razdn por 1a cual el
proceso de adquisicién del aprendizaje de lugar por ensayo y
error medida en la investigacidn de édsta tesis fué analizada
nediante una relacidn lineal, tomando como parimetro las
pendientes, en donde es un reguisito indispensable que resulten
signiéicativas para la comparacidn entre los grupos. Los grupos
de eserina y diclorvos tuvieron una aceleracion mayor (una
inclinacion de la pendiente wmas pronunciadlen el proceso de

adquisicidn que los grupos de agua y aceite.

En términos de 1a metodologia y medicion bioquimica los
resultados del presente estudio pueden relacionarse con la
investigacidn llevada a cabo por Rusenzweig (1980). €1 cual a
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pesar de que no empled firmaco alguno, usé un procedimiento de
estimulacidn anbiental (enriguecimiento ambiental) con expomicion
cronica desde el destete hasta la adultez de los sujetos
experimentales, para posteriormente realizar una evaluacidn
tioquimica y anatdmica, consistente en medir la actividad de la

acetilcolinesterasa y pesar el cerebro respectivamente.

Los resultados del experimento de Rosenzweig (1980)
reportaron un incremento en la actividad de la

acetilcolinesterasa en los sujetos experimentales.

€1 hallazgo de Rosenzweig respecto & un incremento en la
actividad de 1a acetilcolinesterasa en sujetos expuestos
cronicamente a un medio ambiente enriquecido, y e! resultado de
1a presente investigacidn de un decremento en 1a actividad de la
acet{lcolinesterasa por medios farmacolégicos originando que los
sujetos aprendieran més rdpidamente conduce al siguiente
cuestionamiento}l cacaso un incremento en la cantidad de la
acetilcolina origina una mayor actividad de la
acetilcolinesterasa como fué ¢l caso de! experimento de
Rosensweig?, 1a respuesta a la anterior interrcgante queda

abierta para futuras investigaciones.

Hasta 1a escritura de éste trabajo en la literatura no
existen reportes del uso del diclorvos en procesos de
aprendizaje o de memoria, por otra parte, la eserina o
$isostigmina es !a substancia anticolinestessica mayormente
empleada en las investigacines para evaluar memoria a traves de
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la retencidn de una respuesta, sin embargo, #sta substancia no ha
sido explorada para evaluar procesos de adquisicion de

aprendizaje por ensayo y error,

En consecuencia, debido a la seleccidn arbitraria de las
dosis subumbrales de ambas substancias anticolinesterisicas y al
objetivo de la presente investigacion, es importante preguntarse
dhasta dénde el efecto de f#acilitacidn en un procesoc de adquisicidn
de aprendizaje es posible con dosis subumbrales mis bajas o més

altas de éstos anticolinesterssicos?.

Por otra parte, la evaluacidn de la adquisicidn del
aprendizaje de lugar se llevd a cadbo a través de mediciones
discretas (respuestas correctas y respuestas incorrectas) como
1a han realizado los investigadores que han trabajado con el
modelo de memoria espacial (Olton y Samuelson, 1976f Olton y
cols, 19775 Oades, 1981}, sin embargo, tanto en los laberintos
radiales como en la "caja con hoyos® los animales ejecutan una
secuencia conductual ori{ginando patrones de ejecucion secuencial
especifica, Fendmeno que no ha sido evaluado ni anal!izado por los

investigadores (Papini, 1964).

De ahi que sea importante seKalar que la evaluacion, andlisis y
confiabilidad entre observadores de sventos secuenciales en el
aprendizaje de lugar deben de llevarse a cabo en futuras

investigaciones.

Se puede afirmar que 1a "caja con hoyos® representa una
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alternativa de evaluacidn dentro del! aprendizaje sspacial en

donde resta mucha por’ investigar.

Flnlllontq, se puede sefalar que las tres hipdtesis

planteadas al inicio de éste tradbajo +ueron corroboradas.
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Detem.inacién
: sin

-
¥ entrenaniento

Determinacién
) con
entrenaniento

bioguinica

conductual

bioquimica

conductual

Tabla No

Admén. crénica

de agua

Grupo No 1.

Grupo %o $.

1. Disefio factorial 2x4

_Admon. crénica

de deite

Gzupo No.2,

Grupo No 6.

Adnén. crénica
de dicloxvos

Grupo No 3.

Grupo Mo 7.

Adnén. crénica
de escrina

Grupo Wo 4.

Grupo Mo 6.
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Tabla No 2. Nimero de sesioncs invertidas por gada sujeto
an el aprendizaje de lugar

Agua ) Aceito piclorvos Escrina
(Sceiones) {Scaiones) (Sesionas) (8egiones)
14 16 - : 11 11
18 23 32 9
13 15 13 13
18 13 I ] 11

13 18 11 : 13



-4 -

Tabla Mo 3. Resultado del anflisis de varianza de las uuonn invertidas

por los luioeol en el sprendizajs ds lugar

Fuente da variac
Tratwnientos
Error

Total

i6n gl.

16

19

r{3,16) = 5.76,

Media cuadrbtica

43.38

p£0.025

7.52

= 0,05)

Razén ¥

5.76
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Aceite

Agua

Eserina Dielozvos

Sujeto

(A0 W CN g -~ W - WN

(T xRNy

.

29
24
37
24

3
a
32
28
28

28
29
30
41
26

42

" 34

26

S8
45
47
61
46

n
48
45
30
36

47
L k]
34
46

34
47
56
45
4

Tabla No 4. Poxcentajo de respuestas correctas

63
a8
45
55
66

33
52
51
43
52

49

47
57

46
62
76
44
53

4

72
51
62
[:38
7n

65
47
52
57
70

44
49
39
s1

40
78
80
43
57

8 ¢ 8 L1 cn e &8

5

80
62
72
90
"

51
62
74
54
74

n
61
52
58

45
72
79
74
62

86
7
68
89
74

58
62
88
54
56

L1]
70
45
[:1:)

76
81
66
€0
53

7

1
90
90
97
97

95
66
87
67
e

o8
73
66
93

81
20
88
67
54

a6
95
76
9%

1

63
76
93
03
a7

78

1
60
97

66
23
95
80
95

92
85
:X]
87
7

83
62

87
93
95
97

10

86
8%
86
86
[:1:]

64
67

[:1:3
9

93
93
7%

90
85

90
85

11
es
a6
86
97

65
78

97
a3

90
95

95

97
95
20

12

97

85
71
75
8l

95
923

%

0
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Aceite

Agua

Dicloxvos

Eserina

Sujeto

PN - -~ W ~N O W N

D> WN -

13
97
9%
g8
97

88
;1)

95

97

Tabla Mo 4, P

14
95

95
97
97

15

8)
90

97
95

taje de resp
(continuacién}

tas correctas

8 ¢ 8 i on e

16

93
86
9%

97
8o

17

28
923

18

923
(:1:}

76

19

93

20

95

. 21°

" 95

93

‘22

920

23

93



bt~
Aceite Agua

Diclorvos

Eserina

Sujeto

DN - WN - ~NOhwN

WD BN -

Pendiente

3,78
3.3
2,51
2.47
4.99

4.49
2.25
. 4.24
5.86
4.02

6,76
6.07
S.52
7.73

7.19
6.01
3.78
6.27
5.18

.Tabla No 5. Mesultados del ajuste por ninimos cuadrados
del porcsntaje de respuestas correctas

Ordenada

82. %
45,20
51,92
61.3%
43,713

20,04
45,92
44.19
25,69
44.13

23.14
31.93
22,92
30.60

20.43
30.80
54,49
29.61
31.30

Rl ezror esténdar
de la
estimacién
0.11129
0,1378
0,1311

0.1387
0.1226

0.076%
0.0676
0.1279
0.0761
0.1044

0.1091
0.0852
0.0625
0.0861

0.0901
0.0628
0.0961
0,0800
0.10%4

Coeficiente
de
Qeterminacidn

0.6602
0.6350
0.5981
0.4387
0.7328

0.6933
0.842%
0.7032
0.9032
0.7616

0.8243
0.8789
. 0.9201
0.8734

0.8662
0.9096
0.7193
0.8624
0.7678

t cale.

5,052%
8,276l
5.2182
3,2882
5.4935

10.8278
10,8992
5. 5501
10.1350
6.4461

6,4996
0.5229
11.9207
6,9503

8.3724
8.3957
5.3098
8.2197
6. 3908

te. (V2 = 0.008)

o T o TIT T v

.o

e Tt v

3.054%
2.9208
2.8609
2.97G8
3.1058

2,9768
2.8314
3.0123
3.10%8
J.ol23

3.2498
3,1693
3.10%0
3.4995

3,2498
3,4998
3.10%8
3.2498
3.10%0



Tabla ¥o 6. Resultados del andlisis de varianza de las pendientes
dal porcentaje dc respusstas coriectas

Puente de variacidn 9l. Media cuadritica
Tratauientos ' 3 0.00133
Brror 16 0.00008
Total 19

F (3, 16) = 16,88, P<0.005 (K= 0.01)

Razon P

16.88



Agua

-18 -
© Aceite

Diclorvos

gserina

Tabla %o 7. ,!gl_c_l_p_r')clu euipoui

8 e 8 4 0n e

s 1 2 3 4 L} 6 8 9 10 1 12
Sujsto

;2 0.01 0.07 0.10 0.15 ©0.19 0,1% 0.2% 0.32 0.2% 0.41 0.34 0.29

.3 0.02 0.09 0.12 0.19 0.335 0,33 0,40 0.73 0.43 0,51 0.34 0.4%
4 0.02 0.14 0.15 0.24 0.16 0,13 0.27 0.4) 0.27 0.3 0.39 0.35
6 0.05 ©0.20 0.28 0.51 0.67 0,40 0.70 0.71 0.48 0.40 0.77 0,54
7 0.02 0.07 0,13 0.14 0.20 0,11 0,36 0,35 0.45 0.% 0.34 0.37
1 0.02 '0.05 0.06 0.16 o0.18 0,22 0,24 0,31 0O.}Ja 0.52 0.%5 0.46
2 0.05 0.10 0,04 0.12 0.14 0,17 0,20 0.31 0.10 0.27 0.42 0.48
3 0.04 0.11 0.08 0.14 0,22 0,39 0.5 0.64 0.39 83.04 1.18 0.71
4 0.01 0.03 0,09 0.17 0,13 0,23 0.17 0.37 0.28 0.40 0.36 0.67
7 0.01 0©0.14 0.04 0.13 0.4 0,12 0,37 0.36 0.39% 0.49 0,70 0.52
1 0.02 0.12 0.08 0.06 0.12 0.19 0.26 0.19 0.3 0.3 0.28
2 0.01 0.08 0,09 0.16 0,15 0,20 0,22 0.31 0.43 0.3 0.29 0.23
4 0.02 0.07 0.10 0.11 0.27 0,18 0.27 0.21 0.33 O0.M4 0.38 0.41
6 0.03 0.11 0.15 0.28 0.35 0,74 0,78 1.00 0.82

0.02 0.06 0.13 0.09 0.24 0,46 0.48 0.40 0.66 0,68 0.72

0.02 0.15 0.20 0.31 0.3 0.3 0.45 0.60 0.5

0.00 0.07 0.5¢ 0.33 0.37, 0,28 0.53 100 0.76 0.42 0.69 0.78
0.02 0.08 0,20 ©0.13 0.18 ©0.28 0.43 0.30 0.47 0.42 0.43

0.01 0.06 0.24 0.34 0.31 0.27 0.18 0.5 0.%4 0.5 0.%5 0.71

NS W
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Agua

Aceite

Eserina Diclorvos

Sujeto

~Sosbwn

NEWNF ABNMH NN

13

0.55
0.36
0.29
0.5
0.56

0.42
0.3}
1.14
0.70
0.8%

0.90

0.67

14

0.68
0.74
0.67
1.12

0.68
0.59
1.19

0.69

Tabla No 7. Bficiencis temporal
(continuacifn)

0.76

0.68
0.%3
1.02

0.48

8 o n il on e s

16

0.
0.
O.

0.
0.

79
as
90

57
40

v

18

© 1.04

0.48

19

0.53

1,00

0.60

a-

.99

0.66

0.88

23

0.91



-28"

Aceite

Agua

Diclorvos

Eserina

Sujeto

O bW NS W ~Nobwwn

PNe W

Pendiente

-0.0406
0.0408
0.0517
0.0429
0.0416

0.0471
0.0344
0.0887
0.0524
0.0%21

0.0279
0.0296
0.0371
0,1258

0.0279
0.0689
0.0618
0,0437

0.0544

‘nblu No “8.. Resultados del ajuste por m!nino- cuadrados
de la eficiencia tcmpon).

'

Ordenada
al
origen

=0.0363
0.0087
=0.0764
0.2014
=0.0100

=0.0482
-0.0256
=0.1217
=0.0896
=0.0578

0.0065
0.0178
=0.0107
=0.1556

0.0065
=0.0083
0.0807
0.0049
0,0042

R1 error esténdar

ds la

estinacién

0.076%
0.1418
0.1168
0.179%
0.0063

0.10V7
0.0852
0.1732
0.0836
0.1217

U,0422
0.0776
0.,0453
0,1185

0.0422
0.0402
0.19%6
0,0627
0,0924

Coeticimnte
de

deteminacién

0.8425
0.70821
0.6682
0.5018
0.7936

V.6417
0.8871
0.8496
0.8669
0.7980

0.8432
0,.6764
0.9174
0.9061

0.8432
00,9618
0.6232
0.6558
0,0517

t cale.

9.0139
7.8002
12,2091
4.4135
6.5046

8.636v
12.8480
8.5708
8.4654
7.1681

6.9577
4.58722
11.0532
8.2227

6.9%77
13.2790
4.2659
7.3032
7.9498

o erver reor rerev LG L X ]

Lo L N Y,

e, (%2 = 0.025)

2.1788
2.1199
2,090
2.1448
2,2010

2.1448
2.0796
2.1604
2.2010
2.1604

2.2622
2.2261
2,010
2.3646

2.2622
2.3646
2.2010
2,2622
2.2010
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Tabla No .¢'. RMesultados del anflisis de varianza de les pondhntu
de la sficiencia temporal

Puente de variacién
Tratamientos
Rrror

Total

r(3,16)

gl. Media cuadrftica Razén P
3 0,00011 0.18
A8 . 0,000%9
19

a 0,18, p > 0,u2% (o= 0.08)



“Tabla Mo 14, :P taje ds respuesta de 'l.:: visitas a 10s cenederos
que tenfan alimento sin censumirh(categorls C) .
on cada uno de 108 sujetos

Mua icotto Diclorvos Bserina
3.2) 3.44 12,24 13.33
6.2% 10.00 13.3 15.30
13.33 3.22 113,63 20.48
7.69 7.40 3,00 10.00

.33 6.89 " 1Los 9.3



stas .

Tabla No 13. Mesultados del anfilisis de varianza del porcentaje do res
de las visitas a 10s comederos qua tenfan alimento sin congwmirzlo
(categorfa ¢)

PFuente de vn'hcl.anl gl. . mkm cusdritica lu_dn r
Tratamiiento 3 63. ')9 4.39
Bzror <Sb. 14.50
Total 19

F (3,16) = 4.39, p< 0.025 (k= 0,08)
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Tabla Mo 12. Bficiencia temporal del 18L ensayo de cads sujeto

Agua

0.0687
0.1015
0.0619
0.0824
0.0877

Aceite

0.0592
0.122%
0.03%
0,0884
0.0773

Dicloxvos

0.0319
0.0199
0.0765
0.0660
0.0511

Reerina

0.0620
0.0189
0.037%
0.0271
0.0520
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Tabla No 13. Resultados de) anflieis de varianza de la eficiencia temporal
del 1

Puente de varimcisn

Tratamientos

Brror

Total

r{3,16) = 378,

ensayo

gl. Kedia cuadrética Rarén P
] ©0.002010 1.78

16 0,00053

19

p 2 0.025 (et~ 0.0%




- g8 -

Tabla Mo 1. Detexminacifn de protefpas en Homogennizado de Cerebro

( mg/nl )
Agua Aceite Diclorvos sserina
7.40 T.20 9.00 10.20
sin entrenamiento 9.90 12,30 8.% 9.40
0.3 11,24 8.70 H.%
cénductual 5.8 6,01 1.0 9.00
B.40 8.%0 8.60 11,0
8.0 9,00 9.60 9.70
Con entrenamiento 8. 60 0.0 © 9,20 9.20
8.20 9.70 10.00 0.0
conductugl 10.00 9.24 11.40 10.40
9.30 9.90 10.05 9.90



- 68 -

Tabla No 15. Resultado del andlisis de varianza de la dotom.inactdn
de proteinas en [onioyeneizado de Cerebro

Fuente de varimcién

Factor A (hileras)
Factor B (columna)
Interaccibn

Error

. P (1,32) = 1.61
** P (3,32) = 1.41
*** p (3,32) = 0.0%

(ng/m1)

gl. Media cuadrftica
1 2.08
3 2.%53
3 0.10

32 1.78

p> 0.025 ( = 0.05)
p>» 0.025 ( = 0.05)
p> 0.025 ( =0,095)

Razén F

L6l *
1.41 **
0,05 **



-0y~
Aceite

2gua

Diclorvos

Eserina

Tabla No. 16 Resultados del ajuste por minimos cuadrados de la rolacién minutos-concentracién

fcido acético da extracto A« cerebro

Sujeto Pendiente

2.03*
2.6)
2.9)
.20
1.68

v S W

1.97
2.45
2.15
1.94
1.92

TS W

1.79
1.6%
1.97
1.12
1.13

OBWwN»

1.29
1.7
1.81
1.52
1.3

* e OOVEWH

Ordenada
al
origen

2.57%*
3.06
1.7
3.05
2.43

2.95%
.42
3.26
2.18
2.75

3.46
.M
3.7
3.26
3.29

3,69
4.77
4.07
3.98
4.01

El error estfndar
de la
estimacién

0.36%e*
l.20
l.64
0.91
0.66

0.8}
1.99
1.00
0.39
0.31

.41
0.60
0.91
0.32
0.4%

! 0.52
0.47
0.62
0.43
0.67

Cosficiente

de

determinacidn

1.00
0.99

W POOOD
WOV Ow

o000 ©OD0OOO

Los valores de esta columna deben ser multiplicados por
Los valores de esta columna deben ser multiplicados por
Los valores ds esta columna deben ser multiplicados por
£ste valor es el mismo para todos los sujetos.

10~4
10-3
10-4

t cale.

267,32
103.11

74.97
114,61
135,04

115,30

58,60
101.92
235.82
293.82

206,97
130.37
102,63
165,92
119.04

117.60
178.53
138.40
167.58

98.35

en sujetos que no fueron entrenados conductualmente

tt. (j/b = 0,005)

t

28 = 2,7564%%%*



Tabla Wo )7. Mesultados del ajuste por winimos cusdradds de la relacién minut tracis
Scido acltico Ay extzacto da cerebro en sujetos que fusron entyenados conductualrente

Sujeto Pendiente Oxdenada Bl error esténdar Cosficiente t cale, ‘t. p/z = 0.005)
e .

al de la
origen estinacitn detarminacifn
2 1.78¢ 3,39%¢ 0,679%% 0,99 125.94 t 28 = 2,75G4nwen
. 3 2.33 - 3.87 1.% 0.99 73,64
3 4 2.20 .52 0.70 0.99 148,99
g s 2,51 4.74 1.77 0.99 67.22
7 2.7 4.06 2.04 0.99 94,38
¢ L 2.29 2 0,45 1.00 241.2%
] 2 2.70 4.06 2,04 0.99 61.74
1@ 3 2.3 3.%0 1.67 0.99 6%.57
23 3 2.39 4.15 0.87 0.99 130.23
' 7 2.%0 4,53 1.61 0.99 73.61
n
P11 1.25 2.94 0.64 0.99 92:59
5 2 1.13 2.08 0.61 0.99 87.82
a4 1.16 3.80 0.62 0.99 86.69
2 e 1.13 3.72 0.42 0,99 127.56
w1 1.22 3.78 0.63 0.99 91,80
5 2 1.29 3.92 0.48 0.99 127.40
Yoo 1.42 4.42 0.60 0.99 112,19
Pf 4 1.24 1.87 0.47 .99 125,07
5 1,29 4.00 0.5 0.99 113,28
* Los valores da esta colurna deben ser multiplicados por 104
hid Los valores de ogta columna dohen ser multiplicados por 1lo-~3

##%  Log valores de esta columna debon ser multiplicados por 104

w#s4  vgte valor o5 el mimo para todos los sujetes.



Aceite agua

-8~

Diclorvos

F.serina

Tabla No )7. Resultados del ajuste por minimos cuadrados de la relacién minutos-concentracisn

fcido acftico de extracto de cersbro ©on sujetos que £ ados ductualrente
sujeto Pendiente ordenada Bl error esténdar Coeficiente t cale. te, '/ 2 = 0,005)
al de la de
origen eatimacién detominacién

2 1.78* 3,390 0.67%%* 0.99 125.94 t 26 = 2.7564%4%*
a 2,33 3.87 1.% 0.99 73.64

4 2,20 3.5%52 0.70 0.99 148.99

6 2,51 4.74 1.1 0.99 67.22

1 2.70 4.06 2,04 0.99 94.38

1 2.29 3.2 0.45 1.00 241.2%

2 2.70 4.06 2.04 0.99 62.74

3 2,31 3.90 1.67 0.99 65.57

4 2,39 4.15 0.87 0.99 130.23

7 2,% 4.53 1.61 0.99 73.61

1 1.2% 2.94 0.64 0.99 92.%9
T2 1,13 2.88 0.61 0.99 87.82

4 1.16 3.88 0.62 0,99 868.69

6 1.13 3.72 0.42 0.99 127.54

1 1,22 3.78 0.63 0.99 91.80

2 1.29 3.92 0.48 0.99 127.40

3 1.42 4.42 0.60 0.99 112.19

4 1.24 3.e7 0.47 0.99 125.07

5 - 1,20 4,00 0.54 0.99 113.28

Los valores do esta colurna deben sar multiplicados por 10~4
LA Los valores de osta columna daben ser multiplicados por 10-3
e Los valores de esta columna debon ser multiplicados por 10-4

s#ee  pste valor es el mimo para todos los sujetos.



- 26 -

Tabla No jg. Actividad de 1a acetilcolinesterass en extracto de cersbro
wo¥x mis™ x mg™! de proteina

Agua Aceite Diclozvos Sserina
2.743 2,736 1.968 1.264
8in entrenamiento 2.636 2.000 ©1.8%3 1.882
2.825 1,912 2,264 1.129
conductual 3.793 3. 227 1.000 1.688
2,238 2.259 1.31) 1.263
2,069 2,544 1.302 1,257
Con entrenamiento 2.709 2.700 1.228 1,402
. 2.682 2.381 1.160 1.378
conductual 2.51¢0 2.5686 0.991 1.192

2.903 2.525 1.104 1.303
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Tabla No §¢. Resultados del anflisie de varianza de la actividad de la
acetilcolinesterasa en extracto de cerebro

Fuente de variacién gl, Media cuadrStica Razén F

Factor A (hileras) i .54 4,36 *
Factor B (coluunas) 3 4.50 30.51 **
Interaccién 3 0.18 1.24 *+*
Brror 32 0.14

* P (1,32) = 4.36,
** F (3,32) = 30.51 ,
F(3,32) = 1.4,

2> 0,023 (« = 0.05)
< 0.005 (e« = 0.01)
D 0.025 (« = 0.05)



SBSION FECHA

SWETO GRUPO
L G .
ENSAYO ) HORA DE INICIO BORA FINAL
ENSAYO 2 HORA DE INICIO HORA FINAL
EWSAYO § BORA DB INICIO HORA FINAL —
sAL0 4 HORA DE INICIO NOPA FINAL
BEAY0 & HORA DB INICIO HORA FINAL
INSAYO ¢ ‘ HORA DB IWICIO HORA FINAL
Bgazo ? BORA Dk INRCIO HORA BINAL
BWSAY0 & UM‘DI‘ nrero HORA PINAL
ENSAY0 9 HORA DB INICIO HORA PINAL
SNSAYO 10 HOM 08 INICIO HORA FINAL
OBSERVACIONES:
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