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RESUMEN

Datos en la literatura apoyan el punto de vista que los procesos de
aprendizaje/memoria y ansiedad pueden estar intimamente relacionados, sin
embargo, otros hallazgos parecen indicar que se trata de procesos independientes.
Con el objeto de proporcionar informacién sobre el papel de los antagonistas
GABAérgicos picrotoxina y bicucuclina, y de los ansioliticos diazepam y buspirona
sobre los procesos de ansiedad/aprendizaje/memoria, en este estudio se realizaron
cuatro experimentos. En el primero se determind el efecto de la administracion post-
entrenamiento de diazepam y buspirona en una tarea de evitacion inhibitoria de un
ensayo. En el segundo se evalud el efecto de la pre-administracion de los
ansiogénicos bicuculina y picrotoxina y de diazepam y buspirona (ansioliticos) bajo
un procedimiento de evitacién inhibitoria de ensayo multiple. Debido a que en el
experimento anterior {os farmacos se administraron antes del entrenamiento, el tercer
experimento se disefid para determinar la presencia de aprendizaje ligado a estado.
Y el ultimo evalud el efecto de los ansioliticos sobre la actividad motora, para
descartar la posibilidad que los efectos observados durante la tarea de evitacion
inhibitoria se debieran a un deterioro motor en los sujetos. Los resultados indican que
la buspirona produce amnesia refrégrada y que la amnesia anterograda producida
por el diazepam y la escopolamina es de naturaleza distinta. El procedimiento de
evitacion inhibitoria en ensayo mdltiple permitié apreciar el efecto facilitatorio de ios
ansiogénicos bicucuclina y picrotoxina. Se evidencié que ante el incremento en la
experiencia de aprendizaje la huella de memoria puede ser ampliamente distribuida
en el cerebro. Ante el bloqueo colinérgico es evidente que otros sistemas
neuroquimicos participan en los procesos mnemoénicos. El procedimiento de
evitacion inhibitoria permitio detectar el efecto ansiolitico de la buspirona y sugiere la
presencia de aprendizaje ligado a estado con la administracion de diazepam.
Nuestros datos sugieren una disociacién entre los efectos ansioliticos y los de
memoria de la buspirona pero no permiten hacer esta disociacion con el diazepam.
Los datos de actividad motora descartan la posibilidad de interferencia del efecto
miorrelajante de los ansioliticos con la tarea de evitacion inhibitoria. Estos datos y los
que se obtengan con otros modelos animales permitiran ir estableciendo las multiples
interacciones que existen entre fendmenos tan complejos como el aprendizaje la
memoria y la ansiedad.



CAPITULO 1
APRENDIZAJE Y MEMORIA

La mayoria de los individuos del reino animal cuenta con un importante avance
evolutivo que les ha ayudado a adaptarse mejor a su medio: el aprendizaje.
Los animales filogenéticamente menos desarrollados poseen un repertorio
conductual limitado y responden reflejamente ante los cambios de la estimulaciéon
circundante. Aquellos que han logrado un mayor avance evolutivo cuentan,
ademas, con respuestas instintivas mas complejas que las reflejas; pero aun asi,
sus patrones de respuesta son restringidos y dificilmente pueden ser modificados.
Los organismos cuyo sistema nervioso es mas complejo, son capaces de modificar
sus reacciones de un momento a otro en una situacion determinada, dependiendo
del resultado de sus experiencias en la misma situacion o ante circunstancias
simiiares.
Las definiciones de aprendizaje coinciden en que este proceso es un cambio en la
conducta, relativamente permanente, que resulta de la experiencia. Mediante el
aprendizaje se origina y mejora la ejecucién a través de la experiencia. El cambio
de la conducta no debe explicarse en términos de respuestas innatas, factores de
motivacidn, adaptacion sensorial, también se excluyen cambios de conducta que
son el resultado de la maduracién, la senectud o de variables fisiolbgicas o estados

temporales como la fatiga, intoxicacion, etc. (Bower & Hilgard, 1973, Kimble, 1969}.

La respuesta innata y el aprendizaje

La mayor parte de los organismos cuenta con respuestas que pueden ser
provocadas por estimulos especificos a esa respuesta sin ningun aprendizaje
previo, tales respuestas no aprendidas se llaman reflejos (innatos) o respuestas
instintivas. En general, estas respuestas proporcionan un mantenimiento y una
proteccién conductual automatica para el animal desde sus mas tempranos
contactos con el medio; estos reflejos dependen de la activacion neuronal cuya

distribucién espacial o arquitectdnica ha sido determinada genéticamente y que por



lo tanto son mas o menos variables en cada especie. En este tipo de reflejos el
sujeto responde de una manera esterectipada cada vez que son estimulados los
receptores adecuados (Bower & Hilgard, 1973; Kimble, 1969; Reynolds, 1973).

Referirse a una conducta especifica innata, significa que se establece en el sistema
nervioso de todos los miembros de la especie, como se indicd, independiente de
ciertas formas de experiencia. Pero resulta muy dificil clasificar conductas como
totalmente innatas o totalmente aprendidas. la expresion de muchos

comportamientos instintivos depende de la experiencia o del aprendizaje (Hinde,
1966).

TIPOS DE APRENDIZAJE

La forma mas simple de aprendizaje es el no asociativo, este se caracteriza porque
para presentarse no es necesario que se establezca una asociacidn entre un
estimulo y una respuesta, o entre dos estimulos; a este tipo de aprendizaje
corresponden la habituacién y la sensibilizacion.

El aprendizaje asociativo implica el establecimiento de una asociacion entre un
estimulo y una respuesta, o entre dos estimulos. Los principales tipos de
aprendizaje asociativo son el condicionamiento cldsico y el condicionamiento
operante o instrumental.

Condicionamiento Clasico o Pavioviano

También llamado reflejo condicionado Tipo | o condicionamiento respondiente. Este
tipo de aprendizaje se establece apareando (asociando) un estimulo neutro gue no
produce respuestas reflejas especificas con un estimulo incondicionado que puede
producir una respuesta refleja especifica. Después de cierto nidmero de
asociaciones el estimulo antes neutro es capaz de producir, por si solo, la respuesta
refleja. Despues de que el estimulo ha adquiride el poder para evocar {a respuesta,
recibe el nombre de estimulo condicionado y la respuesta evocada por este

estimulo recibe el nombre de respuesta condicionada. En sus experimentos



clasicos, Paviov estudié en perros la salivacién inducida por la presentacion de
estimulos incondicionados como comida. Una campana se tocaba justamente antes
de la presentacion de! estimulo incondicionado y esto se repetia cierto numero de
veces hasta que el animal producia saliva cuando se tocaba la campana aunque no
se colocara carne en la boca. En este experimento, la carne que se colocaba en la
boca era el estimulo incondicionado (El), el estimulo que normalmente produce una
respuesta incondicionada particular, El estimulo condicionado (EC), era el toque de
la campana. Después de que el EC y el El habian sido apareados el numero
suficiente de veces, el EC producia la respuesta originalmente evocada sélo por el
ElL

Si el EC se presenta repetidas veces sin el El, llega un momento en que el reflejo
condicionado desaparece, esto se llama extincidn o inhibicién interna.  Si un
estimulo externo (una luz) es presentado inmediatamente después de aplicar el EC,
la respuesta condicionada puede no ocurrir (inhibicidn externa). Sin embargo, si el
reflejo condicionado es reforzado de tiempo en tiempo, apareando de nuevo el EC y
el El, la respuesta condicionada persiste indefinidamente (Ganong, 1974; Mednick,
1992; Paviov, 1927)

Es obvio que para que ocurriera el condicionamiento, en el ejemplo anterior, el
animal debio estar bajo cierto estado motivacional (hambre), pero el
condicionamiento paviloviano no solamente se establece a través de asociaciones
con estimulos con contenido afectivo positivo, como la comida. Muchas de nuestras
conductas de temor o de ansiedad son establecidas por medio del condicionamiento
clasico (Pavlov, 1927)

En el condicionamiento clasico, la relacion temporal precisa entre el EC y el El
puede variar. Esa relacion temporal diferente entre el EC y el El ha permitido que el
condicionamiento clasico sea clasificado en cinco procedimientos diferentes: a)

condicionamiento simuitaneo, b) demorado, ¢) huella, d) hacia atrés e) temporal
(Reynolds, 1973).



Durante el desarrollo del condicionamiento clésico, pueden estudiarse varias
etapas; adquisicion, mantenimiento, generalizacién y discriminacion de estimulos,

extincién y recuperacion espontanea.

Condicionamiento Operante o Instrumental

Otro tipo de aprendizaje asociativo es el condicionamiento operante (también
flamado instrumental o aprendizaje por ensayo y error o condicionamiento Tipo 1l).
En contraste con el condicionamiento clasico, en el que un estimulo determinado
(El) provoca una respuesta especifica (R1), en el aprendizaje instrumental u
operante, los organismos pueden estar emitiendo, espontédneamente un numero
determinado de respuestas que forman parte de su repertorio (operantes),
conductas que al alterar el ambiente ocasionan consecuencias sobre ¢! sujeto, de
esta manera se llega a modificar la conducta del organismo. Si una de esas
respuestas es seguida por algin evento o estimulo favorable para el organismo,
entonces esa conducta tenderéa a repetirse, por lo tanio, la frecuencia de la
conducta operante basicamente estd determinada por el efecto que produce el
evento ambiental que va después de ella. A los efectos, estimulos 0 consecuencias
que siguen a la respuesta o conducta se les llama reforzadores. Un reforzador es
cualquier estimulo o evento que incrementa la probabilidad de que una conducta se
repita (Skinner, 1953), estos pueden ser positivos o negativos. Si la aparicion de un
estimulo como consecuencia de una respuesta incrementa la probabilidad de que la
respuesta ocurra en el futuro, el estimulo recibe el nombre de estimulo reforzante
positivo o reforzador positivo. Si la desaparicion de un estimulo aversivo como
consecuencia de una respuesta ocasiona que la respuesta ocurra en el futuro con
una mayor probabilidad, el estimulo recibe el nombre de estimulo aversivo o
reforzador negativo. El reforzamiento negativo implica la eliminacion de un estimuio
aversivo. El escape y la evitacion son los dos paradigmas en que los estimulos
aversivos incrementan o mantienen la accion de responder. En la evitacion, una

respuesta le permite al organismo posponer o evitar el comienzo de un estimulo



aversivo, mientras que en el escape, la respuesta da término a un estimulo aversivo
después de que se ha iniciado su presentacién; el organismo no puede evitar la
aparicién del estimulo aversivo (Reynolds, 1973; Chance, 1995). Mientras que en el
condicionamiento clasico, el EC y el El ocurren dentro de una secuencia regular, sin
importar lo que el organismo esté haciendo, en el condicionamiento operante, una
respuesta va seguida de un estimulo reforzador que no ocurrira a menos que ocurra
la respuesta. Podemos decir entonces que el condicionamiento operante implica la

asociacién de una respuesta con un estimulo reforzador.

Programas de reforzamiento

Skinner (1938) definid un reforzador como un estimulo cuya presentacion
incrementa la frecuencia de la conducta que precede a dicho estimulo. La
presentacion del reforzador puede programarse siguiendo dos procedimientos
basicos. Primero, el reforzador puede administrarse con base al nimero de
respuestas emitidas. Un programa de reforzamiento de razén es aquella situacion
en la que la contingencia especifica hace necesario un nimero determinado de
respuestas para producir el reforzamiento.

El reforzamiento programado con base al fiempo se denomina programa de
reforzamiento de intervalo. En este programa, el reforzador esta disponibie
durante un cierto periodo de tiempo después del ultimo reforzamiento. Cualquier
conducta que se produzca durante el intervalo no es reforzada; solamente se
refuerza la respuesta emitida al final del intervailo.

Hay dos clases de programas de razon y de intervalo: reforzamiento fijo y variable.
En un programa de razén fija (RF) el namero de respuestas necesario para
obtener el reforzador es constante. Por el contrario en un programa de razén
variable (RV) el reforzamiento se produce después de un numerc variable de
respuestas; es decir, el nimero de respuestas necesario para el reforzamiento varia
de un reforzador al siguiente. Ei reforzamiento puede programarse con base a un

programa de intervalo fijo (IF), en el cual los reforzadores disponibles estan



separados siempre por un intervalo minimo. También puede administrarse el
reforzamiento tras un intervalo de tiempo variable. En un programa de intervalo
variable (IV) hay un intervalo medio enire los reforzamientos disponibles, pero el
valor particular de cada subintervalo varia entre cada uno de ellos. El patrdén y la
tasa de respuestas puede variar mucho dependiendo del {ipo de programa de
reforzamiento. La contingencia entre la conducta y el reforzamiento a veces implica
mas de un programa. En un programa compuesto se combinan dos o mas
programas simples (Bower & Hilgard, 1973; Kiein, 1984; Reynolds, 1973).

EL PARADIGMA DE EVITACION O PREVENCION

Ya se indicd que en la evitacion una respuesta le permite al sujeto evitar o posponer
el comienzo de un estimulo aversivo. Este procedimientc presenta dos variantes: el
entrenamiento de evitacion activa, y el de evitacién pasiva.

En el procedimiento de evitacidn activa el sujeto termina con un estimulo aversivo
cuando emite una respuesta operante explicita, como presionar una palanca o evitar
un lugar particular en el espacio experimental. Las pruebas de evitacion activa
pueden ser de dos sentidos y un sentido. En la evitacion activa de un sentido el
animal se coloca en un lado de la caja (castigo) y después de una demora de 10
segundos recibe un choque eléctrico en las patas, el choque puede ser evitado por
el desplazamiento del animal de un lado a otro (seguro) de la caja. Posteriormente
el animal es removido del lado seguro de la caja y después de un intervalo inter-
ensayo se coloca de nuevo en el lado de castigo y se le da un choque eléctrico al
final del periodo de demora; la latencia para realizar la respuesta de
desplazamiento al lado seguro se considera como indice de aprendizaje. En la
evitacidn activa de dos sentidos, el animal no es removido del lugar seguro durante
el primer ensayo, en lugar de ésto, transcurrido el periodo de demora se presenta
un tono {sefal} indicando que el chogque ocurrira en este compartimento, obligando
al sujeto a desplazarse al lado contrario de la caja (Beninger, 1989). Las

respuestas que pueden ser medidas con el procedimiento de evitacién activa en un



sentido son la latencia de escape, el numero de evitaciones, setc.. en el
procedimiento de evitacién activa en dos sentidos las respuestas a determinar son
la respuesta de evitacidn condicionada, el nimero de escapes, la latencia de
evitacion etc.

En el procedimiento de evitacién pasiva o inhibitoria, l0s sujetos son entrenados
para evitar el estimulo aversivo por medio de la inhibicidn de una respuesta;
generaimente se entrena a los sujetos a que eviten un choque eléctrico. El
procedimiento consta de dos sesiones: durante la primera, también llamada de
entrenamiento el animal se coloca en un compartimento bien iluminado (lugar
seguro de la camara), poco tiempo después se abre una compuerta y se le permite
la entrada al compartimento obscuro (de castigo) de la cé&mara donde se
administrara el choque eléctrico inevitable ya que la compuerta que permitic el
acceso permanecera cerrada impidiendo que el animal se desplace al
compartimento seguro de fa camara. E! tiempo que el animal tarda para cruzar del
compartimento seguro al de castigo durante esta sesion sera la latencia de
adquisicion. En la otra sesidn llamada de prueba, que generalmente se realiza a
las veinticuatro horas procediendo de manera semejante que en la sesion de
entrenamiento, excepto por la presentacion del choque, se registra el tiempo que
tarda el animal para cruzar del compartimento seguro al de castigo; a este tiempo se
le denomina Jatencia de retencién (Gold, 1986). Se esperaria que durante la
sesidn de entrenamiento el animal asocie el compartimento obscuro con el choque
de tal manera que colocéndolo nuevamente en el compartimento seguro de la
camara, evite recibir el choque inhibiendo la respuesta de entrada al compartimento
de castigo. La medida de retencién usada en esta tarea es la latencia de la
respuesta de entrada al compartimento en donde recibieron el choque. Las
latencias cortas son consideradas como evidencia de amnesia, vy las latencias
largas como evidencia de retencion y aprendizaje. En la prueba de retencion, si los
sujetos permanecen en el compartimento inicial por un periodo de tiempo arbitrario,

se supone que retienen la respuesta, por lo tanto el criterio de retencion debe ser lo



suficientemente grande para poder asegurar que el efecto obtenido es el resultado
de un proceso de retencidn (McGaugh, 1973). Este procedimiento presenta dos
variantes: la evitacién pasiva de un ensayo y la evitaciéon pasiva de ensayo
mualtiple. la evitacion pasiva de un ensayo permitird el registro de respuestas
como la latencia de retencidon; en la evitacion pasiva en ensayo multiple se
pueden medir ademas de las latencias, el nimero de ensayos requeridos para
alcanzar el criterio de aprendizaje arbitrariamente elegido, el numero de aciertos y
errores (Reese & Lipsitt, 1975).

En los trabajos dedicados al estudio del aprendizaje y la memoria se han empleado
diferentes procedimientos entre ellos los de evitacion activa y de evitacidén pasiva.
Algunas de las ventajas que presenta el entrenamiento de evitacién inhibitoria es el
hecho que la respuesta es rapidamente aprendida, la memoria es estable por un
tiempo considerable después de entrenar a los sujetos, y los resultados obtenidos
son comparables a aquellos obtenidos usando otras tareas como discriminacion
visual, apetitivas, y de aversion al sabor entre otras. Puesto gque en los estudios
encaminados a examinar los efectos de diversos tfratamientos sobre memoria,
generalmente los animales —tanto experimentales como control- reciben el
tratamiento poco después del entrenamiento, los efectos observados en la sesion
de prueba no pueden ser atribuidos a acciones del tratamiento sobre la ejecucién

sensorial 0 motora las cuales pueden influenciar el aprendizaje (Gold, 1986).

LA MEMORIA

Para que un sujeto aprenda, se requiere que las experiencias del pasado se
almacenen de alguna forma, de manera gue cuando se encuentren otra vez los
mismos estimulos, la reaccion a éstos esta determinada por |0 que sucedié antes, a
esta capacidad de recordar se le ha llamadc memoria.

Algunos autores se refieren al aprendizaje y a la memoria como términos indistintos,
pero otros sefialan ia diferencia entre ambos. Los estudios sobre aprendizaje hacen

énfasis en la adquisicién de conocimiento y desarrollo de nuevas conductas, y los



de memoria subrayan el papel de la retencion o recuerdo de las conductas y otros
eventos; la memoria se refiere a la persistencia del aprendizaje en un estado que
puede ser revelado un tiempo después (Squire, 1987). Sin embargo, es claro que
para que el conocimiento se de o se manifieste, se tiene que hacer referencia tanto
a la memoria como a los mecanismos que permiten que la informacion se recupere,
la memoria es la prueba de haber aprendido, es el conocimiento de una experiencia
pasada (Sperling, 1964).

Etapas, mecanismos o procesos de la memoria

La memoria ha sido considerada como un proceso gue implica las siguientes
etapas: registro o codificacion, que corresponde a la entrada de la informacién que
es recibida por el sistema nervioso central; consolidacién o almacenamiento de la

informacién; y evocacion, recuperacidén o decodificacidon de la informacion
(Baddeley, 1884).

Tipos de memoria

Atkinson & Shiffrin (1971) sugirieron que hay tres etapas en el almacenamiento de
la informacién o almacén de memoria: registro sensorial o memoria sensorial,

memoria a corto plaze y memoria a largo plazo (Fig. 1).

estimulos MEMORIA  atencion MEMORIA A repaso MEMORIA A
~——p SENSORIAL —» CORTO PLAZO —» LARGO PLAZO
Visual
Auditiva
¢, Otras?

Figura 1. Diagrama simplificado que ilustra el modelo de Atkinson y Shiffrin presentado en Kiein,
1994, sobre el almacenamiento de la memoria en tres etapas. La interpretacién y organizacién de las
experiencias se lleva a cabo durante la segunda etapa, o memoria de corto plazo. La etapa final, o

memoria de largo plazo, constituye el lugar de aimacenamiento permanente o casi permanente en la
memoria.



El registro sensorial.- La investigacién sobre las caracteristicas de! almacen
sensorial ha analizado dos sistemas sensoriales: el sistema visual y el sistema
auditivo. La copia visual que contiene el registro sensorial se denomina icono y se
almacena en la memoria icénica. La memoria ecoica contiene una réplica de una
experiencia auditiva, y el eco se aimacena en el registro sensorial.

La investigacién clasica de Sperling (1963) examinando el almacenamiento de
informacion visual en el registro sensorial mostré que: 1) un icono es una copia
exacta de una experiencia visual, y 2) la memoria iconica dura sblo un breve
periodo de tiempo tras el evento. El trabajo de Sperling sugiere que las imagenes
visuales se almacenan en el registro sensorial durante 0.25 segundos. Sin embargo
dependiendo de las condiciones, los iconos pueden permanecer hasta 1 segundo o
menos de 0.25 segundos. La intensidad de los acontecimientos visuales parece
influir en la duracién de un icono.

En el registro sensorial se puede almacenar también un duplicado exacto de una
experiencia auditiva. Neisser (1967) denomind memoria ecoica, o eco de un evento
reciente, al recuerdo de una experiencia auditiva almacenado en el registro
sensorial. Aungue podria pensarse que un eco tiene la misma duracion gue un
fcono, Wingfield & Bymes {1981) sugieren que la duracion usual de un eco es de
dos segundos.

Los términos iconica o ecoica representan mecanismos de almacenamiento
preliminar y transitorio de informacion. Este tipo de memoria tambien se conoce con
el nombre de memoria inmediata y engloba los recuerdos que duran segundos, sélo
mientras la persona continla pensando en ellos (Neisser, 1967; Sperling, 1960
citado en Klein, 1994).

Memoria de Corto Plazo.- La informacion almacenada en el registro sensorial es
transferida a la memoria a corto plazo, donde se retiene durante un breve periodo
de tiempo antes de ser almacenada permanentemente (o casi permanentemente) en

la memoria a largo plazo. La duracién de un recuerdo en la memoria a corto plazo

10



normalmente es de unos 15 a 20 segundos. El tiempo de permanencia depende de
dos procesos: primero del repaso; sin el repaso la informacion puede desaparecer
de la memoria a corto plazo antes de que sea almacenada en una forma
significativa ya que el repaso también permite organizar la informacion; segundo,
del desplazamiento de informacion anterior cuando entra nueva informacion, puesto
que sdlo se puede retener una cantidad limitada de informacion en la memoria a
corto plazo (Postman & Keepel, 1970; Norman, 1973). La memoria de corto plazo se
refiere a un sistema que retiene informacion de manera temporal en un estado
especial mientras llega a ser incorporada o transferida, dentro del almacén de

memoria de largo plazo mas estable y potencialmente permanente (Squire, 1987).

Memoria de Largo Plazo.- Es el sistema de memoria mas importante y compiejo;
parece tener una capacidad ilimitada de aimacenamiento de informacidn (Lyndsay &
Norman, 1972; Norman, 1973). Por lo general, se cree que la memoria a largo plazo
es el resultade de cambios estructurales reales en las sinapsis que aumentan o
suprimen la conduccidon de sefales (Guyton, 1992). Dos procesos pueden dificultar
la recuperacion de la informacidn de la memoria a largo plazo, la interferencia de
otros recuerdos o bien a la ausencia de un estimulo especifico (atributos de fa
memoria) para recordar un evento dado.

Dentro de la memoria de largo plazo son consideradas dos distinciones. memoria
declarativa {memoria para hechos y episodios) y memoria procedimental
{memoria para habilidades y otras operaciones cognoscitivas). La memoria
procedimental es la memoria sobre habilidades o destrezas, estas memorias no son
accesibles al conocimiento consciente; una prueba de una memoria procedimental
s6lo puede obtenerse a fravés de la observacion de la ejecucion. Esta memoria
representa conocimiento de como hacer las cosas, que son almacenadas como
resultado de las experiencias de condicionamiento instrumental. Las memorias
procedimentales pueden representar también reacciones emocionales ante eventos

ambientales, como miedo al atravesar un puente elevado. Estas reacciones
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emocionales se almacenan como resultado del condicionamiento pavioviano. Las
memorias procedimentales se adquieren lentamente a través de la experiencia
repetida. Squire relaciona ia memoria declarativa con la memoria de hechos (Squire,
1986). Nosotros tenemos un conocimiento consciente de las memorias declarativas,
para Squire, una memoria declarativa puede existir en la forma de un pensamiento
verbal o de una imagen no verbal. L.a memoria declarativa puede formarse en una
Unica experiencia, aunque la practica puede aumentar la capacidad para recordar
una memoria declarativa.

Dentro de la memoria declarativa se hace una subdivisidon: memoria episédica y
memoria semantica. La memoria episodica se refiere a la memoria para eventos
pasados © acontecimientos especificos en la vida del individuo (autobiografia),
consta de informacién sobre acontecimientos relacionados temporalmente, mientras
que la memoria seméntica contiene e! conocimiento necesario para la utilizacion del
lenguaje. La memoria episddica puede ser sobre un evento experimentado en un
momento y lugar determinados y la memoria semantica incluye informacion sobre
las palabras y otros simbolos, sus significados y referentes, las relaciones entre las
palabras y los simbolos, y las reglas, férmulas o algoritmes para la adquisicion de
conceptos y resolucion de probiemas.

La informacion que contiene la memoria episddica esta organizada temporalmente;
es decir, un evento precede, se produce al mismo tiempo o sigue a otro evento. Por
el contrario, el conocimiento en la memoria semantica estd organizado
conceptualmente. La fuente de memoria episédica es la estimulacion sensorial; a
comprension del conocimiento cultural constituye la fuente de la memoria semantica
(Squire, 1987; Tulvin, 1972 citado en Baddeley, 1994).

Investigaciones con pacientes amnésicos que llevaron a disociar entre aprendizaje y
memoria, permitieron concluir que el individuo posee memoria implicita, es decir,
que puede aprender, pero sin conservar el recuerdo de la experiencia que o ha
conducido a tal aprendizaje; todo lo contrario de la memoria explicita, que se

refiere a la capacidad de mantener en la memoria los acontecimientos relacionados
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con el aprendizaje. Otra clasificacion de la memoria es hecha en funcién al proceso
de recuperacién de la informacion durante los procesos de condicionamiento
animal, por lo que se clasifica en memoria de trabajo y memoria de referencia. Las
diversas situaciones de entrenamiento animal implican sefiales durante el ensayo, y
la respuesta correcta que se espera del sujeto, debe guiarse por la memoria de
esas sefales, por lo que el animal debe generalmente ignorar la memoria de
estimulos relevantes de ensayos precedentes y hacer uso de la memoria de
trabajo dentro de cada ensayo. La diferencia critica entre la memoria de trabajo y
las otras memorias es que diferentes estimulos gobiernan el criterio de respuesta
sobre diversos ensayos en los que la sefal que el sujeto debe de recordar varia de
ensayo a ensayo (Honig, 1978). Cominmente se entiende que el aprendizaje
implica la formacién de asociaciones entre dos o mas estimulos o entre respuestas
y estimulos, los cuales siguen a ellas; cuando se establecen estas asociaciones
llegan a ser parte de la memoria de referencia. Existen dos aspectos importantes
en torno a la memoria de referencia. Primero, la memoria de referencia es
normalmente latente, al igual que el almacenamiento a largo plazo de ia memoria
humana, las memorias de referencia permanecen inactivas hasta el momento de la
presentacion de sefiales apropiadas (recuperacién o recuerdo), entonces la
memoria puede controlar la conducta. Segundo, una memoria de referencia estable
es necesaria para el mantenimiento de una buena ejecucién en el paradigma
utilizado (Honig, 1978)

En suma, parece que tres mecanismos interactian en la produccidén de memorias:
uno que media el recuerdo inmediato de los recuerdos sensoriales que duran
segundos; otro que media los recuerdos de eventos que ocurrieron minutos u horas

antes; y un tercero que media los recuerdos del pasado remoto.

Consolidacién de la memoria
La consolidacién es el proceso relativo a la transicion de un sistema de

almacenamiento de informacién 18bil y de vida corta a un sistema viable de
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almacenamiento a largo plazo. El desarrollo de la memoria a largo plazo parece
ocurrir sobre periodos de tiempo y puede involucrar eventos bioquimicos que
alteran la conectividad sinaptica de un modo estable, o cambios morfologicos en la
topografia de la conectividad sinaptica (Squire & Davis, 1981).

Uno de los fundamentos neurales de la retencidén de la experiencia o del
aprendizaje es la vision estructural, segin la cual el aprendizaje consiste en algun
cambio duradero de tipo fisico, estructural o bioquimico en el sistema nervioso,
cambio fisico que persistira incluso cuando los circuitos neuronales originales
responsables de su establecimiento hayan regresado a la inmovilidad relativa a
continuacién de la experiencia inicial (Bower & Hilgard, 1973).

Mdller y Pilzecker en 1900 (citados en Bower & Hilgard, 1973), sugirieron que la
actividad neural responsable de almacenar un cambioc fisico que codifica una
experiencia perdura un tiempo después de la experiencia y a consecuencia de la
actividad neural persistente, los cambios fisicos se establecen con mas firmeza y
alcanzan una mayor magnitud. A esta fijacién progresiva con el paso del tiempo se
le llama consolidacion.

Donald Hebb (1949) consideraba que el recuerdo de un evento no es almacenado
inmediatamente en la forma de una memoria permanente sino que, en un principio,
es almacenado en una forma fragil. Segun Hebb al experimentar un evento se activa
un circuito neuronal en el sistema nervioso central. La actividad de este circuito
neuronal “reverbera’; es decir, permanece durante un breve periodo de tiempo tras
la terminacidén del evento. Para Hebb la funcidén de la actividad reverberante es
actuar de almacén temporal para la retencion de un regisiro del evento hasta que
pueda consolidarse en una representacion permanente de ese evento por o que la
actividad reverberante debe mantenerse hasta que se complete el proceso de
almacenamiento. Si se interrumpe la actividad reverberante, se paraliza el proceso

de consolidacion y no tienen lugar los cambios fisioldgicos (Heeb, 1949 citado en
Baddeley, 1974; Klein, 1994),
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La evidencia esencial para |a teoria de la consolidacion de ia memoria, procede de
estudios donde se altera la actividad cerebral por medio de electrochoques
convulsivos © por la administracién de convulsivantes poco despues de una
experiencia. lgualmente una conmocion cerebral, la aplicacion de anestesia general
profunda o cualquier otro efecto que bloquee la actividad “reverberante” puede
impedir la consolidacién de modo que en una prueba posterior no se demostraria
retencion alguna; el escaso recuerdo producido tras el tratamiento se denomina
amnesia retrograda (Bower & Hilgard, 1973; Kiein, 1994).

El almacenamiento de informacion puede verse también influido por la accidon de
varias estructuras fundamentales del sistema nervioso central. Un dafho en esas
estructuras puede dar lugar a una amnesia anterégrada o post-traumatica. Una
persona con amnesia anterégrada puede recordar una experiencia solo durante un
breve periodo de tiempo, sin embargo, cuando cambia su atencidn, la persona
pierde su capacidad para recordar ese evento. Esto indica que con la amnesia
anterégrada no puede transferirse la informacién sobre un evento de la memoria a
corto plazo al almacén de largo plazo. Aunque con esta amnesia no se puede
almacenar nueva informacion, si se pueden recordar 10s acontecimientos que se
produjeron antes de la amnesia, es decir, en este tipo de amnesia aunque el sujeto
olvida un evento varios minutos después de que sucede, si puede recordar
experiencias que tuvieron lugar varios afios antes. Este resultado muestra que la
amnesia anterograda no constituye un fallo en la recuperacion. La amnesia
anterégrada puede ocurrir por razones distintas: sindrome de Korsakoff, infecciones
cerebrales como la sifilis, golpes y ofros desdérdenes permanentes en el flujo
sanguineo del cerebro, tumores en estructuras cerebrales que intervienen en el
almacenamiento de la memoria, dafios cerebrales por la exposicidn a sustancias

toxicas y también por algunas formas de demencia como el mal de Alzheimer.

Diversos enfoques y metodologias han sido empleadas en la investigacion del

aprendizaje y la memoria. Entre ellas se encuentran las manipulaciones
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farmacoldgicas por ejemplo la administracién de un farmaco que se puede realizar
a) Cuando los estudios estan orientados a observar la adquisicion o el aprendizaje,
los tratamientos se administran antes del entrenamiento (pre-entrenamiento}, lo que
altera el registro de la informacion permitiendo estudiar la adquisicidon y los
procesos motores, motivacionales y perceptuales entre otros. b) Cuando el punto
de interés es la memoria o el mantenimiento de la respuesta, los tratamientos se
administran después del entrenamiento (post-entrenamiento), entonces se puede
estudiar la consolidacién del aprendizaje. ¢) Si la droga se administra antes de la
prueba, entonces se estara evaluando el proceso de recuperacion de la informacion
(Kovacks & De Wied, 1994; McGaugh, 1966; 1989b).

El aprendizaje y la memoria son procescs multidimensionales que tienen lugar en el
cerebro con la participacion de diversos neurotransmisores y neuromoduladores
{Aitman & Normile, 1988; Olton & Wenk, 1990). En el siguiente capitulo se describe

el papel que juegan algunos de esos neurotransmisores con respecto a las
funciones que son investigadas en este trabajo.
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CAPITULO 2
ASPECTOS GENERALES DE NEUROFISIOLOGIA
Se reconoce que en el sistema nervioso central los neurotransmisores principales
son la acetilcolina, las monoaminas noradrenalina, dopamina y serotonina. Sin
embargo pueden tener funcidén de transmisor otras sustancias como la histamina,
algunos aminoacidos dicarboxilicos como L-glutdmico y L-aspartico y los

aminoacidos monocarboxilicos acido y-aminobutirico y la glicina.

LUGARES DE ACCION DE LOS TRANSMISORES QUIMICOS

El papel de los neurotransmisores en diversos lugares anatomicos esta
perfectamente comprobado en algunos casos, e hipotético en otros. La informacion
generalmente aceptada sobre el lugar de accién de estos compuestos puede
resumirse asi

1.-En las terminaciones nerviosas parasimpaticas posganglionares a nivel del
musculo liso, misculo cardiaco y de las glandulas exdcrinas: acetilcolina.

2.-En las terminaciones nerviosas simpaticas posganglionares sobre musculo liso,
~musculo cardiaco y glandulas exdcrinas: noradrenalina (con excepcidn de las
terminaciones nerviosas de las glandulas sudoriparas).

3.-En todas las sinapsis ganglionares auténomas: acetilcolina (aunque la dopamina
puede modular la transmision).

4.-En las terminales de fibras motoras a nivel de las uniones neuromusculares
esqueléticas: acetilcolina.

5-En las sinapsis del sistema nervioso central: acetilcolina, noradrenalinag,
dopamina, serotonina e histamina.

6.- Los Aacidos L-glutdmico y L-aspartico también pueden ser transmisores
excitadores para varias neuronas. E! &cido y-aminobutirico es un transmisor

inhibidor en la corteza cerebral; la glicina puede tener papel inhibidor en la medula

espinal.



La determinacion del lugar preciso de accion de diversos neurotransmisores se
complica, por dos consideraciones principales. a) Algunos de los mediadores
pueden actuar también en zonas presinapticas, influyendo en esta forma en la
fiberacién de mediadores. b) Los neurotransmisores pueden actuar en mas de un
receptor postsinaptico (Bowman & Rand, 1985)

CONCEPTO DE RECEPTOR EN NEUROFARMACOLOGIA

Para que una sustancia sea clasificada como un verdadero neurotransmisor debe
cumplir cuatro criterios: el compuesto debe ser sintetizado por la neurcna, debe ser
liberado por la neurona en suficiente cantidad para ejercer un efectc sobre ofra
neurona u otro érgano efector, la aplicacion exogena en cantidades apropiadas
debe imitar la accidén del compuesto liberado endégenamente, y por ultimo, debe de
existir un mecanismo para remover el neurotransmisor desde el sitic de accidn
(Veca & Dreisbach 1988).

PASOS MOLECULARES EN LA NEUROTRANSMISION.

En toda transmisién sinaptica, independientemente de cual sea el transmisor
utilizado, pueden distinguirse las siguientes etapas (O’'Donnell & Pazo, 1994):

1.- Sintesis del neurotransmisor

Todos los neurofransmisores universalmente reconocidos tienen sus enzimas
biosintéticas en las terminales presindpticas. Estas enzimas provienen de la
magquinaria de sintesis proteica del soma, llevadas por el flujo axénico. Todas ellas
son enzimas citoplasmaticas salvo la dopamina B-hidroxilasa, que se encuentra en
el interior de las vesiculas, y participa en la sintesis de noradrenalina. Los
neuropéptidos en cambio, se sintetizan en el soma bajo la forma de péptidos
precursores, que luego son transformados hasta obtener el transmisor y son
transportados a las terminales por flujo axénico en el interior de las vesiculas. Esta
como cualguier via sintética, presenta pasos limitantes con enzimas alostéricas que

regulan su actividad segun la concentracion del producto final.
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2 .- Almacenamiento del neurotransmisor

Durante el tiempo que el neurotransmisor permanece en la terminal hasta que es
liberado, es protegido de la degradacidn por enzimas citoplasmaticas y almacenado
para permitir una liberacion efectiva, mediante 1a acumulacion del transmisor dentro
de las vesiculas sinapticas. Para ello existen mecanismos de transporte del
neurofransmisor o de sus precursores al interior de las vesiculas; como estos
mecanismos ocurren contra gradientes de concentracion necesariamente implican la
actividad de ATPasas (bombas).

3.- Liberacion del neurotransmisor

Se acepta universalmente que la liberacién del neurotransmisor al espacio sinaptico
proviene fundamentalmente de las vesiculas (hipdtesis vesicular). En este proceso,
el calcio tiene un papel fundamental pues a lo largo de la membrana axdnica existen
unos pocos de iones Ca®* dependientes del voltaje, cuya densidad aumenta
notoriamente en las terminales sindpticas al punto que, ante la despolarizacion
originada por la llegada del potencial de accion, se produce una importante entrada
de Ca®. Es esta entrada de Ca*', y no el resto de los cambios idnicos que se
verifican en la terminal presinaptica lo esencial para la liberacién.

Con respecto al mecanismo de accion del calcio, se han propuesto varias
posibilidades: a) que anule la repulsién entre cargas negativas de los grupos
carboxilos proteicos de las superficies de las vesiculas y la membrana, favoreciendo
el acercamiento de las primeras a la misma; b) que actie por medio de la inhibicidn
de una ATPasa Na' K Mg* dependiente que controlaria la liberacién del
neurotransmisor; y ¢) active una proteina contracti] presente en la zona activa
presinaptica, favoreciendo el acercamiento de ambas membranas.

La cantidad de neurotransmisor fiberado esta estrechamente ligada a la cantidad de

Ca™ que entra en la terminal, y esto en proporcion directa a la duracion y amplitud

de los cambios de potencial de membrana de la terminal.
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4 - Interaccién con receptores

El neurotransmisor, luego de ser liberado, puede hacer contacto con la membrana
postsindptica, donde existen sitios capaces de “reconocer’ con gran especificidad a
esta sustancia. Estos sitios, llamados receptores, son complejos proteicos
especiales. Estas proteinas presentan sitios activos en su superficie, en donde van
a anclar las moléculas de neurotransmisores.

Los efectos postsinapticos de un neurotransmisor no son caracteristicas propias del
transmisor, sino el resultado de su interaccion con receptores especificos. Por
ejemplo, la acetilcolina puede ser excitatoria en algunas sinapsis e inhibitoria en
otras. Es el receptor el que determina si la sinapsis es facilitadora o inhibitoria. Con
las caracterizaciones bioguimicas vy los trabajos de clonado de algunos receptores,
ha sido posible definir su localizacién en la cara externa de la membrana, su
estructura, y hasta se ha establecido la secuencia de aminoéacidos y la configuracion

espacial de algunos de ellcs.

5.- Remocidn del neurotrasmisor

Mientras haya estimulos arribando a la terminal presinaptica, generalmente en
forma de potenciales de accidn, habra moléculas de neurotrasmisor en el espacio
sinaptico e interactuando con sus receptores. Ai cesar el estimulo, el
neurotrasmisor debe ser removido del espacio sinaptico ya que, de lo contrario,
continuara ejerciendo su efecto sobre la membrana postsinaptica.

Para ello existen fundamentalmente tres mecanismos: a) Difusion desde el espacio
- sinaptico al liquido extracelular. b) Recaptura en la terminal presinaptica, que es
posiblemente el mecanismo méas importante y ¢) Destruccién enzimatica del
neurotrasmisor,

A continuacion se describiran aspectos generales del metabolismo y distribucion en
el sistema nervioso de los tres neurotransmisores revisados en este estudio

acetilcolina, serotonina y acido y-aminobutirico.
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ACETILCOLINA (ACh)

Distribucion.- En los vertebrados, la acetilcolina (ACh) es la sustancia liberada en
las sinapsis de los musculos esqueléticos (uniones neuromusculares), es también la
sustancia transmisora en los gangiios (acumulaciones de cuerpos celulares y
terminaciones nerviosas localizadas fuera de! sistema nervioso central) del sistema
nervioso autdbnomo. Este sistema es parte del sistema nervioso periférico
relacionado con las funciones vegetativas (control del aparato digestivo, la
frecuencia cardiaca, la presién sanguinea, etc.). Los axones de las neuronas
preganglionares cuyos cuerpos celulares estan localizados dentro del SNC entran a
los ganglios periféricos, donde hacen sinapsis con neuronas postganglionares,
cuyos axones pasan entonces a los érganos efectores inervados por ellas (corazén,
vasos sanguineos, intestino, esfinteres, etc.). La ACh se utiliza para transmitir
potenciales postsinapticos eléctricos (PPSE) de neuronas preganglionares a
neuronas postganglionares. Estas neuronas postganglionares afectan entonces sus
6rganos efectores secretando acetilcolina o noradrenalina (Carlson, 1984). La
distribucion de este neurotransmisor en estructuras especificas dei SNC se

describird mas adelante en el apartado de vias colinérgicas.

Sintesis.- La acetilcolina es sinietizada por la enzima colina-acetiltransferasa

(CAT), que antes se denominaba acetilasa de colina, segun la siguiente reaccion:

Colina-acetiltransferasa {CAT)
Colina + Acetilcoenzima A————» Acetilcolina + Coenzima A

(ACOA) (ACh) (CoA)

En presencia de la enzima CAT, el ion acetato de la molécula de acetil CoA es
transferido a la molécula de colina, produciendo una molécula de ACh y una de la
primitiva CoA simple. Durante la estimulacién nerviosa, la ACh recién sintetizada

puede ser liberada en forma preferente. Sin tomar en cuenta su fuente, la acetil CoA
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es sintetizada primariamente en las mitocondrias. La CAT al parecer se encuentra
en el citoplasma sinaptosdmico.

La enzima colina-acetiliransferasa es activada por cloruros y es inhibida por
reactivos suifhidrilo y puede utilizar varios derivados acilo tanto de |la coenzima A
como de la etanolamina como sustrato. La colina, se sintetiza en el higado, es una
sustancia derivada del desdoblamiento de los lipidos y es captada por transporte
activo, pasando a la neurona, tomandola de Ia circulacién general tanto en forma
libre como en forma de fosfolipido {posiblemente fosfatidilcolina). Hay tres
mecanismos para regular la concentracidon de ACh en las células: una inhibicién
retroactiva de ACh sobre la colina- acetiliransferasa, la accidn de masas y la
disponibilidad de acetil CoA, colina 0 ambas. De estas tres posibilidades el factor
de regulacion mas importante es el fransporte de colina de alta afinidad. Ademas, la
concentracién endégena de ACh también interviene en la regulacion de la
concentracidn del transmisor en el cerebro (Bowman & Rand, 1985; Carlson, 1984;
Cooper, Bloom & Roth, 1998).

Tedricamente, la produccion de ACh guardaria relacion directa con la concentracion
de colina. La ACh se almacena posteriormente en las vesiculas sinapticas, de modo
que al ilegar el impulso nervioso, varios cientos de vesiculas descargan
simultaneamente el neurotransmisor hacia la hendidura sinaptica. Los iones calcio,
indispensables para este proceso, son antagonizados por los iones magnesio. En la
fase de liberacién no se vacian totalmente las vesiculas, y un 15% de la sustancia
permanece en la célula terminal (ACh estacionaria). La ACh que ilega a la célula
receptora se acopla a receptores especificos muscarinicos y nicotinicos. La

activacién del receptor muscarinico es rapida, mientras que la del nicotinico es mas
tenta y sostenida.

Desactivacion.- La acetilcolina liberada por un impulso nervioso debe ser destruida

rapidamente para que pueda actuar el impulso siguiente en una membrana

postsinaptica repolarizada, al cabo de unas pocas milésimas de segundo. La
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destruccion de la acetilcolina se logra por las colinesterasas, que son de dos tipos.
La acetilcolinesterasa (AChE), o colinesterasa especifica, hidroliza los ésteres
acetilicos de la colina mas rapidamente que los ésteres butiricos. Por otra parte, la
seudocolinesterasa, o sea la colinesterasa no especifica, se llama a veces
butirilcolinesterasa porque hidroliza los ésteres butiricos y otros de la colina mas
rapidamente que el éster acetilico. Al continuar la hidrdlisis de la ACh,
aproximadamente el 35-50% de la colina liberada, es transportada nuevamente a la
terminacion presinaptica por un sistema de transporte activo de alta afinidad
dependiente de sodio, para que vuelva a ser utilizada en la sintesis de ACh, la
colina sobrante puede ser catabolizada o llegar a incorporarse a los fosfolipidos que

nuevamente pueden servir como fuente de colina (Cooper, Bloom & Roth, 1996).

Distribucién en el SNC.- Las neuronas que liberan este neurotransmisor se elevan
desde el cerebro anterior basal para inervar la corteza cerebral y el hipocampo
(Johnston, Mckinney & Coyle 1981; Lewis, Shute & Siiver, 1967). Ademas una
proyeccién colinérgica reticular asciende desde el tallo cerebral para inervar varias
estructuras del cerebro anterior incluyendo la corteza cerebral (Hallanger & Wainer,
1988; Hoover & Jacobowitz, 1979). El nicleo caudado es rico en acetilcolina y es el
que posee la actividad de la colina-acetiltransferasa mas elevada de todas las
regiones cerebrales. La acetilcolina es liberada espontaneamente desde la
superficie del nuicieo caudado, y dicha liberacion aumenta por estimulacion eléctrica
de baija frecuencia a nivel del nicleo central anterior del tAlamo. El nicleo caudado
forma parte del sistema extrapiramidal, al cual corresponde el control fino de la
actividad muscular esqueliética. Los mecanismos colinérgicos del nicieo caudado
guardan relacién con la enfermedad de Parkinson. Algunas células talamocorticales
son colinoceptivas, es decir, extremadamente sensibles a la acetilcolina aplicada.
Aproximadamente el 30% de las neuronas estudiadas en el hipotalamo responden a
la acetilcolina, con una proporcion aproximadamente igual de efectos excitadores y

efectos inhibidores. Las neuronas que tienen sus cuerpos celulares en los nucleos
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supradpticos y paraventricuiar del hipotédlamo, y que acaban en la neurohipdfisis

son estimulados por la acetilcolina y por anticolinesterasa.

Vias colinérgicas

Se ha propuesto que la mayoria de las vias colinérgicas podrian estar conectadas
mediante una red ascendente tegmental-mesencefalico-cortical (Bueno, Sabanes,
Salvador & Gascdon, 1985). Especificamente, las vias colinérgicas en el SNC que se
encuentran fundamentadas son las siguientes: via dorso-tegmental, via ventro-

tegmental, via septo-hipocampal y corteza.

Via dorso tegmental.- Esta via se origina en el nicleo cuneatus de la médula y

proyecta a los coliculos de la region pretectal y a algunos nucleos talamicos
incluyendo los cuerpos geniculados.

Via ventro tegmental.- Se origina en el tegmento ventral y sustancia nigra y envia

proyecciones al subtalamo, hipotalamo y areas basales del cerebro anterior.

Via septo-hipocampal.- Esta es una via bastante bien definida que tambien ha sido
denominada sistema colinérgico basal del cerebro anterior, y se origina en los
cuerpos celulares del septum medial y en los nucleos basales magnocelulares que
proyectan al hipocampo, corteza cerebral y mesenceéfalo (Seiden & Dycstra, 1979).
Los nudcleos magnocelulares corresponden al nucleo basal de Meynert en primates
y al globo pélido ventral y sustancia innominada en ratas (Beart, 1984). Extensa

informacién indica que en el hipocampo los receptores son de tipo muscarinico.

Corteza.- Se ha sugerido que la corteza cerebral de los mamiferos se encuentra
inervada por fibras nerviosas colinérgicas que sugieren diferencias en la topografia
subcortical de las células colinérgicas. Se ha descrito que la corteza frontal recibe

aferencias colinérgicas del séptum ventro-medial; la corteza parietal recibe
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aferencias de la sustancia innominada, del globo pélido ventral y del cingulo; y la

corteza occipital de neurcnas de los nucleos de la banda diagonal de Broca (brazo
horizontal). Las vias colinérgicas se describen en la Figura 2.

Am amigdsis
BM nicieo basel msgnocelular
niicleo cuneiforme
gl;h rarna horizonts) det riiclen de Ja bands diagons!
DBv  Tema vertical del nicleo de la banda diagonal
Ha nicleo habanislar
Hi hipocampo
IPN tdicleo interpedunculer
Lth hipotiiamo tateral
LDT  nicleo lateradorsal tegmental
MaPC  nideo predptico magnocetular
OB bulbo offatorio
PB niicleo perabraguial
Th tilamo
VTA  zonaventral tegmental

Fig. 2 Distribucién de las principales vias colinérgicas en el Sistema
Nervioso Central

Las neuronas colinérgicas tienen influencia sobre el control del hambre, la sed, la
agresion y la conducta sexual. También intervienen en el mecanismo del suefio, y
se ha comprobado que la atropina y otras sustancias antagonistas bloguean la fase
MOR (de movimientos oculares rapidos). En experimentacion animal, los agonistas

colinergicos mejoran el aprendizaje y la memoria, mientras que los antagonistas la
empeoran (Bueno, Sabanes, Salvador & Gascon, 1985).
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DISTRIBUCION DE LOS TIPOS DE RECEPTORES COLINERGICOS
La ACh es, en general, una sustancia transmisora excitadora, pero en algunas
especies también puede tener efectos inhibitorios; la naturaleza del potencial
postsinaptico (PPS) producido depende del tipo de molécula receptora en la
membrana postsinaptica. En el sistema nervioso de los mamiferos, los receptores
colinérgicos de los ganglios auténomos y los de la unidn neuromuscular son
nicotinicos. Los receptores colinérgicos de los érganos efectores del sistema
nervioso auténomo son muscarinicos. En el SNC se encuentran ambos tipos de
receptores colinérgicos. La médula espinal contiene receptores nicotinicos. Estos

receptores también predominan en el cerebro, pero hay también alli algunos
receptores muscarinicos.

Receptores muscarinicos.- Los receptores muscarinicos pertenecen a la familia
de receptores donde la molécula del receptor estéd acoplada a un canal iénico
efector a través de una proteina. La compuerta de estos canales idnicos es
controlada por cambios de voltaje (Nicoll, Malenka & Kauer, 1990). Se han sido
clonados cinco subtipos diferentes de receptor muscarinico m; hasta ms; ellos son
miembros de una gran superfamilia de receptores enlazados a la proteina G. Los
subtipos muscarinicos, como otros miembros de esta superfamilia, contienen siete
regiones transmembrana en su secuencia primaria las cuales forman hélices « que
corren perpendicular al plano de la membrana y circunscriben una estructura de
poro central. La acetilcolina y otros ligandos muscarinicos son entrelazados a un
sitio dentro de este poro central. El trayecto interior del poro central parece ser
altamente conservado a través de los cinco subtipos muscarinicos, lo cual
probablemente explica por que ha sido dificii desarroliar ligandos muscarinicos
altamente selectivos a estos subtipos (Hulme, Birdsall & Buckley, 1990).

Los receptores muscarinicos estan ampliamente distribuidos a través del cuerpo y
favorecen numerosas funciones vitales en el cerebro y sistema nervioso auténomo

periférico. En el sistema periférico, la activacién de receptores muscarinicos
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produce efectos que son semejantes a aquellos observados cuando se activan los
nervios parasimpaticos. Estos efectos incluyen una disminucién en la frecuencia
cardiaca, una constriccion en las lineas aéreas del pulmén, un incremento en la
motilidad del tracto gastrointestinal, un incremento en la secrecion de las glandulas
exécrinas y una constriccion en el esfinter del iris y cuerpo ciliado del ojo. A pesar
de que la mayoria de los vasos sanguineos carecen de inervacion colinérgica, ellos
contienen receptores muscarinicos que usuaimente, pero no siempre, causan
dilatacion cuando son activados por agonistas. Con excepcién de la respuesta
cardiaca , la cual es mediada por receptores my, virtualmente todos los ofros efectos
son mediados primeramente por receptores ms localizados sobre las ceiulas
efectoras. Como se describié arriba, el musculo liso contiene una abundancia de
receptores m, que parecen modular la contraccion para prevenir la relajacion
causada por nervios simpaticos. Asi puede verse que los efecios perifericos de
agonistas muscarinicos pueden ser atribuidos casi enteramente a la activacion de
receptores m, y ma.

En contraste, el cerebro contiene principaimente receptores muscarinicos my y mg
(Yasuda, Cielsa, Flores, Wall, Li, Satkus, Weinstein, Spagnola & Wolfe, 1992). La
distribucién de subtipos de receptores muscarinicos en el cerebro ha sido mapeada
usando radioligandos, anticuerpos y sondas de RNAm. Los tres métodos han
producido resultados consistentes. Recopilacién de estos trabajos sefialan que en el
estriado, corteza cerebral e hipocampo se encuentran distribuidos subtipos my, mo,
m3 y my donde la mayor proporcion la tienen los subtipos my y my. Ef cerebro medio
y el cerebelo tienen distribuidos los cuatro subtipos pero la proporcion de m; €s
mayor en estas regiones (Ehlert, Roeske, & Yamamura, 1994). El receptor ms
parece expresarse de manera significativa en el tejido periférico, y representa
menos 2% de la poblacidn total de receptores muscarinicos en varias regiones del
cerebro (Yasuda, Cielsa, Flores, Wall, Li, Satkus, Weinstein, Spagnola & Wolfe,
1992). Puede verse que los receptores muscarinicos m; y my son los mas

abundantes en varias regiones del cerebro anterior, lo cual sugiere que la accién
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central de agonistas muscarinicos my y my puede ser eficaz en el tratamiento de
desdrdenes de memoria relacionados con la edad sin causar efectos colaterales
periféricos. La existencia de un sitio alostérico secundario sobre el receptor
muscarinico sugiere la posibilidad de desarrollar nuevos agonistas muscarinicos
alostéricos que potencien los efectos de acetilcolina enddgena en la misma forma
que las benzodiazepinas potencian al acido gamma-amino-butirico (Ehlert, Roeske
& Yamamura, 1994).

Las sinapsis muscarinicas son bloqueadas por alcaloides vegetales como la

atropina. Las sinapsis nicotinicas son bloqueadas por la d-fubocurarina, el
integrante activo del curare.

Drogas que bloquean receptores muscarinicos.- Hay varias drogas que
bloguean las acciones muscarinicas de la ACh y otros parasimpatomiméticos. Es
comun que estas drogas que bloquean los receptores muscarinicos se denominen
anticolinérgicas.

Los preparados de las solanaceas Afropa belladona (belladona), Hyoscyamys niger
(belefio) y Datura stramonium (estramonio) se han utilizado en medicina desde
tiempo inmemorial. Los principales alcaloides que contienen son hiosciamina e
hioscina. Estos alcaloides son opticamente activos; los isdémeros levogiros son
mucho mas activos que los dextro, que resuitan casi inertes.

La atropina es la hiosciamina racémica; aunque el isdmero (-) es mas potente, se
prefiere la forma racémica porque el isdmero () en solucién faciimente se vuelve
racémico. La forma de hioscina de la farmacopea es el isomero (-), que también se
conoce como escopolamina.

Se trata de ésteres del &cido trépico y las bases organicas complejas tropina
{tropinol) en la atropina y escopina en la hioscina. La hioscina difiere de ia atropina
solamente por la presencia del puente de oxigeno en la porcidn escopina. En 1914
se demostré que la atropina antagonizaba todas las acciones muscarinicas de Ia

ACh. Las acciones periféricas de la hioscina son muy similares a las de la atropina.
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La atropina e hioscina también @jercen acciones sobre el sistema nervioso central
gue pueden contrarrestarse, en parte, con drogas anticolinesterasicas. En todos
estos casos {as anticolinesterasas deben su accibn a un incremento de
concentracion del neurotransmisor ACh, que supera el blogueo competitivo de los
receptores (Bowman & Rand, 1985).

La atropina y la escopolamina tienen diferentes potencias en sus acciones
antimiuscarinicas. A diferencia de la atropina, la escopolamina tiene mas potencia
sobre el iris, el cuerpo ciliado, las glandulas salivales, bronquiales y sudoriparas,
pero es menos potente en el corazoén, intestino y musculo bronquial, ademas de que
su accidn es mas prolongada. Estos alcaloides se absorben rapidamente por el tubo
digestivo, y también pueden inyectarse. La mayor parte de ellos es metabolizado y
se vuelven inactivos a nivel del higado. Aproximadamente; sblo el 14% de la

atroping, y el 1% de la hioscina, son eliminados sin cambio con la orina.

SEROTONINA (5-HT)

La serotonina o 5-hidroxitriptamina es una indolamina que se encuentra en muchas
células que no son neuronas, encontrandose en concentraciones elevadas en las
células cromafines del tubo digestivo y en la glandula pineal, plaquetas, vy en las
celulas cebadas de ratas y ratones. Cantidades menores se encuentran en el
cerebro y en la retina. Del total de serotonina presente en el cuerpo, sélo cerca del
1-2% es encontrada en el cerebro. Puesto que la serotonina no puede atravesar la

barrera hematoencefélica, es claro que las células del cerebro deben sintetizarla.

Sintesis.- El sustrato primario para la sintesis de serotonina es el aminoacido
triptofano que es captado hacia el cerebro por fransporte activo . El primer paso de
la ruta sintética de la serotonina implica que el triptdfano reciba un grupo hidroxilo
por accion de la enzima triptéfano-hidroxilasa, transformando el triptéfano en 5-

hidroxitriptéfano  (5-HTF).  Sintetizado el 5-HTF este es completamente
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descarboxilado por una enzima descarboxilasa de aminoacidos aromaticos que
utiliza piridoxal como cofactor, formandose asi la 5-hidroxitriptamina (5-HT) o
serotonina. Las moléculas de serotonina se aimacenan junto con el ATP en la
terminal presinaptica, liberandose por activacion idnica y exocitosis. La inactivacion
se produce por recaptacion hacia la terminal. Gran parte de sustancias
antidepresivas actian a este nivel, inhibiendo dicha recaptacién y aumentando, por
tanto, la biodisponibilidad del neurotransmisor.

Un 2 % del triptofano, componente habitual de la dieta, se convierte en 5-HT.
Parece probable que los cambios plasmaticos en los niveles de triptofano influyan
en los mecanismos centrales de la funcién serotoninérgica (Carlson, 1994; Bueno,

1985; Cooper, Bloom & Roth, 1996). En la siguiente reaccién se muestran las

etapas de |a biosintesis de |la serotonina:

Hidroxilasa Descarboxilasa de
del triptoéfano L-aminocacidos aromaticos

Triptéfano ———— 5-hidroxitriptéfano ——» 5-hidroxitriptamina

Catabolismo.- La serotonina se desintegra en 5-hidroxiindolacetaldehido por la
desaminacién que origina la participacién de la enzima monoaminooxidasa (MAO).
A su vez, el 5-hidroxiindolacetaldehido puede ser oxidado en &cido 5-
hidroxiindolacético (5-HIAA) o reducido a 5-hidroxitriptofol dependiendo de Ia
relacion NAD'/NADH en el tejido. El &cido 5-hidroxiindolacético es el principal
metabolito urinario y la cantidad excretada se usa como indice de la tasa
metabolica de serotonina en el cuerpo. En la glandula pineal, la serotonina es
convertida en melatonina. A primera vista, parece claro que la hidroxilasa del
triptofano es la enzima limitante en la sintesis de serotonina, puesto que cuando
esta enzima es inhibida ai 80% el contenido de serotonina del cerebro rapidamente
decrece. Por ofro lade, cuando la 5-hidroxitriptéfano-desarboxilasa es inhibida en
igual o mayor cantidad, no hay efecto sobre el nivel de serotonina en el cerebro.

Este hecho puede ser explicado Unicamente si el paso limitante importante fuera la
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hidroxilacidn inicial. Puesto que este paso también depende del oxigeno molecular,
la tasa de formacidn de serotonina puede también ser influida por el nivel de
oxigeno tisular. De hecho puede ser mostrado que ratas que aspiran el 100% de
oxigeno incrementan grandemente su sintesis de serotonina. Es también de interés

que 5-hidroxitriptéfano no inhibe ia actividad de la hidroxilasa de triptéfanc.

Vias serotonérgicas.- Con el descubrimiento de técnicas de tincién especificas se
ha estudiado [a distribucion regional de la 5-HT en el SNC. El tallo cerebral es &l
sitio de origen de las vias serotonérgicas. La via serotonérgica parte de los cuerpos
celulares situados en la linea media de los nucleos del rafe, que inervan casi todas
las areas del cerebro. Las proyecciones eferentes de los nicleos del rafe se dividen
en tres grupos distintos: 1) los grupos nucleares rostrales proyectan por ia parte
superior hacia el cerebro anterior. Los axones de los nicleos rostrales del rafe
ascienden en el haz medial del cerebro anterior y se distribuyen hacia el diencéfalo
asi como al estriado y la corteza cerebral del telencéfalo. Las fibras se proyectan
hacia el sistema limbico, geniculado lateral y tubérculo cuadrigémino superior; 2) los
ndcleos intermediarios inervan el sistema Iimbico,' hay gran densidad hacia el
neoestriado, corteza cerebral y cerebelar y talamo, y 3) los nicleos caudales envian
sus axones hacla la médula espinal y a las regiones del encéfalo anterior (Gilman &
Newman, 1989; Cooper, Bloom & Roth, 1996). La Figura 3 muestra la distribucién
regional de fa 5-HT en el cerebro.
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Fig. 3 Distribucion de las principales vias que contienen serotonina
en el Sistema Nervioso Central.

Farmacos que afectan las neuronas serotonérgicas.- Hay varios agentes
farmacologicos que afectan a las neuronas serotonérgicas. La paraclorofenilalanina
(PCFA) inhibe Ia enzima triptéfano hidroxilasa, bloqueando asi la sintesis de 5-HT,
la reserpina y la norepinefrina evitan el almacenamiento vesicular de 5-HT, por lo
cual desactivan estas sinapsis. La cinancerina actla como un falso transmisor; se
une a receptores serotonergicos sin estimularios.

Las dregas facilitantes incluyen la amitriptilina, que bloquea la recaptacion de 5-HT
(lo cual normalmente termina el PPS), vy la iproniazida, que inhibe 1a MAO, la enzima
que destruye el exceso de 5-HT en los botones terminales. Otra estrategia que se
ha utilizado para incrementar la cantidad de 5-HT cerebral ha sido inyectar al animal

con el precursor de la 5-HT, el 5-HTF. En el cerebro hay suministros adecuados de
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descarboxilasa de aminoacidos aromaticos, que convierte el 5-HTF en 5-HT. El
alucinégeno, dietilamida del acido lisérgico LSD, ejerce sus efectos en las sinapsis
serotonérgicas, pero no en una forma sencilla: el LSD bloquea los efectos de la 5-
HT, pero los otros agentes blogueadores de la serotonina, como la 2-bromo LSD, no
actiian como alucindgenos. Se desconoce la forma precisa en que actua el LSD.
(Carlson, 1994; Cooper, Bloom & Roth, 19986).

CARACTERIZACION DE RECEPTORES 5-HT
[a investigacion sobre la serotonina y su participacién en la mediacién de la
ansiedad también coincidid con la identificacién de numerosos receptores 5-HT en
el cerebro (Hamon et -al., 1990). Con la aplicacion de herramientas de la
farmacologia (agonistas y antagonistas), la bioguimica (radioligandos) y la biologia
molecular (cionacidén de receptores) se han podido hacer numerosos progresos en
la identificacion y determinacidn de estos receptores. Hasta el momento la familia de
receptores 5-HT incluye al menos cuatro receptores 5-HT,; (5-HT4, 5-HT,, 5-HTj,
5-HT,) con e! receptor 5-HT dividido en cuatro subtipos: 5-HTa.e (5-HT1a, 5-HT1g ¥
el 5-HTc recientemente clasificado como 5-HTse, 5-HTip, 5-HT4e). De éstos, al
menos los receptores 5-HTqa, 5-HT1cr ¥ 5-HT5 han sido implicados en |la ansiedad
(Barret & Vanover, 1993). La existencia de un gran nimero de receptores con
distintas propiedades y patrones de expresion podria permitir a una sustancia
individual como la serotonina generar simultaneamente un amplio conjunto de

efectos en muchas estructuras discretas del cerebro (Cooper, Bloom & Roth, 1996).

DISTRIBUCION DE LOS RECEPTORES SEROTONERGICOS QUE ESTAN
IMPLICADOS CON LA ANSIEDAD

En el cerebro, los tipos y subtipos de receptores serotonérgicos presentan una
distribucién y densidad regional heterogénea (Jacobs & Azmitia, 1992). Por su
ubicacién en las sinapsis a los receptores 5-HT,s, 5-HTxc ¥ 5-HTs, se les ha

denominado intrasinapticos (ubicados directamente en la sinapsis), mientras que a

33



los receptores 5-HT1a, 5-HT1s, y 5-HTp, se les denomina como extrasinapticos por
ubicarse en las terminales (Wallis, 1994).

Los receptores 5-HTi4 se encuentran preferencialmente en los ndcleos del rafe, el
hipocampo (giro dentado, regiones CA1 y CA3), el septum lateral, tadlamo, la corteza
entorhinal, la corteza y la amigdala (Andrade & Chaput, 1991; Julius, 1991:
Schréder, 1993).

Los receptores 5-HT3 han sido identificados en amigdala, corteza olfatoria primaria,
corteza entorhinal, en la parte inferior del taflo cerebral, hipocampo, sistema
nervioso simpético (Andrade & Chaput, 1991; Barnes, Barnes & Cooper, 1992).
Diferentes repuestas fisiologicas caracterizan a los tipos y subtipos de receptores
serotonergicos (Aghajanian, 1995, Andrade & Chaput, 1991; Chaouloff, 1993). La
activacion de los 5-HTa en el hipocampo, rafe dorsal, septum lateral, provoca la
hiperpolarizacién de la membrana, disminuyendo los disparos de las neuronas y ia
liberacion de la serotonina. Lo anterior ocurre a consecuencia de un aumento en la
conductancia del K a través de los canales de potasio asociados a la proteina G
(Andrade & Chaput, 1991). Existen diferencias en las respuestas que inducen los
agonistas 5-HTa, en los receptores presindpticos se comportan como agonistas
completos y en los receptores postsindpticos pueden ser agonistas completos,
parciales o antagonistas (VanderMaelen, 1991 citada en Meneses, 1995). El término
‘receptor presinaptico” designa al menos a tres clases: (1) los autoreceptores
somatodendriticos (localizados en el cuerpo celular y en las dendritas de las
neuronas serotonérgicas), (2) autoreceptores terminales (en terminaciones de
neuronas serotonérgicas) y (3) heteroreceptores (iocalizados en neuronas no
serotonérgicas) (Hoyer, Hartig & Humphrey, 1994; Jacobs & Azmitia, 1992
VanderMaelen, 1991). Los receptores presinapticos regulan, local o globalmente la
actividad del neurotransmisor enddgeno antes de que el mensaje llegue al receptor
postsinaptico; este ltimo se encarga de activar una serie de segundos mensajeros,

que a su vez, se encargaran de que el 6rgano efector sea activado (Kalsner, 1990).
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Se ha encontrado que la activacion de los receptores 5-HTs provoca una rapida
despolarizacién, al activar directamente a un canal idnico y aumentar la
conductancia, semejante a lo que ocurre con la activacion del receptor colinérgico
nicotinico {Andrade & Chaput, 1991). Los bloqueadores de la recaptura neuronal de
la 5-HT, incrementan los niveles de serotonina en el espacio intersindptico,
mejorando la neurotransmision serotonérgica, que eventualmente suprime, los
disparos de estas neuronas por medio de la activacion de los receptores
presinapticos (Chaput, de Montigny & Biier, 1991).

Aspectos conductuales de la funcién de la serotonina.- Ei sistema serotonérgico
esta asociado a conductas como 1a depresidn, la agresion, el suefio, disturbios en la
ingesta de alimento, conducta motora, temperatura corporai, miedo y ansiedad
(Frazer, Maayani & Wolfe, 1990; Julius, 1990). También se sospecha que interviene
en la funcion sexual y se ha escrito sobre su papel fisiolégico en la transmision del
dolor y respuesta a las drogas alucindgenas. Los antidepresivos ftriciclicos que
aumentan la actividad serotonérgica por inhibicion de la recaptacion del
neurotransmisor serotonina, bloquean el suefio MOR.

La implicacién de 5-HT en la ansiedad ha promovido el desarrollo de varios
procedimientos para el estudio de los efectos ansioliticos de drogas serotonérgicas.
Hasta el momento esta drea de investigacién se caracteriza por numerosos
encuentros inconsistentes (Barret & Vanover, 1993). La activacion de los
receptores 5-HT:a provoca parte del sindrome serotonérgico (hundimiento de
miembros posteriores, pisar con las patas anteriores, hundimiento lateral de cabeza,
temblor, rigidez de miembros posteriores, y cola de Straub), altera la actividad
exploratoria, ocasiona hipotermia, hiperfagia, evoca sacudidas de la cabeza y el
cuerpo, facilita la conducta sexual masculina e inhibe la femenina. Los compuestos
con alta afinidad por los receptores 5-HT.. producen efectos antipsicéticos,
ansioliticos, antidepresivos, anti-eméticos, anti-isquémicos, antiepilépticos vy
analgésicos (Breier, 1995; Evenden & Angeby, 1990; Lucki & Wieland, 1990).
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La activacién de los receptores 5-HT; conduce a efectos ansioliticos,
antidepresivos, analgésicos, anti-eméticos y se estén explorando sus efectos para
el tratamiento de personas alcohdiicas y farmacodependientes (Costall & Naylor,
1992; Hoyer, 1990).

Los efectos centrales que se presentan después de la administracion de
bloqueadores de la recaptura de la serotonina son antidepresivos, anoréxicos,
antipsicéticos y anti-eméticos (Breier, 1995; Fuller, Wong & Robertson, 1991;
Wikinson & Dourish, 1991). La serotonina participa en un ampiio rango de
respuestas de los sistemas nervioso central y periférico; a través de multiples tipos y
subtipos de receptores serotonérgicos (Pranzatelli, 1994), asi como también a la
interaccién con otros sistemas de neurotransmision (Costall & Naylor, 1892).

Se ha seflalado que el sistema serotonérgico participa en los procesos
cognoscitivos (Hock, 1995; Squire 1987). Aunque existe poca e inconsistente
informacién sobre los efectos de agonistas y antagonistas de la serotonina, las
areas que se han implicado en el aprendizaje y la memoria son las cortezas frontal ,
parietal y temporal, la neocorteza, el septum el hipocampo (CA1, CA2 y CA3, via
perforante, complejo subicular), las cortezas enthorrinal, perirhinal y

parahipocvampal, los nucleos basales, el locus cerelus {Zola-Morgan & Squire,
1993).

DROGAS 5-HT EN MODELOS ANIMALES DE ANSIEDAD

Ha llegado a ser comun evaluar los efectos de compuestos ansioliticos sobre
aprendizaje y memoria empleando las versiones de memoria de referencia y/o
memoria de trabajo de la tarea de escape al agua de Morris (en Bass, Means &.
McMillen, 1992).

Se ha observado que en modelos de ansiedad en animales, los agonistas 5-HTia,
los antagonistas 5-HT.a, 5-HT2c ¥ 5-HT5 producen efectos ansioliticos. Llama la
atencién que los farmacos con una accién opuesta a los mencionados arriba no

provocan efectos ansiogénicos pero si el precursor de la serotonina 5-HTP y los
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agonistas 5-HTgme (Chopin & Briley, 1987; Dourish, 1987; Meneses & Hong, 1993;
Traber & Glaser, 1987; Tsuda, Ida & Tanaka, 1988). En el caso del efecto ansiolitico
mediado por los receptores 5-HT,,, diversas evidencias sugieren que puede ser el
resultado de una interaccidn entre los receptores serotonérgicos localizados pre y
postsinapticamente (Glennon & Ducat, 1991; Przegalinski, Tatarczynska, Klodzinka
& ChojnackaWojcik, 1994; Sommermeyer, Scheuber, Greuel, De Vry & Glaser,
1993). Aunque la participacion de los receptores 5-HT1a, 5-HTos, 5-HToc y 5-HTa en
el efecto anti-ansiedad se encuentran bien documentados en estudios preclinicos y
clinicos (Chaouloff, 1993; Eisosn & Eison, 1994), no existe una explicacién para
este fendmeno. Aunque se ha llegado a mencionar que es importante la reducciéon
en la actividad de la serotonina en dreas relacionadas con la ansiogénesis y la
ansiolisis. No obstante, recientemente se ha propuesto que en el disefio de
farmacos para ei tratamiento de la ansiedad patolégica puede ser mas eficaz la
combinacion de la activacién de los receptores pre y postsinapticos 5-HTa v el
bloqueo de los receptores postsinapticos 5-HT2a, 5-HTac ¥ 5-HTs (Hamon, 1994).
Otros dos casos dificiles de explicar son el efecto de hipotermia y el sindrome
serotonérgico, ambos efectos son modulados por los receptores 5-HT;a, pero en el
primero participan receptores presindpticos y en el segundo postsinépticos (Scott,
Tang & Frazer, 1994).

Un farmaco que estimula receptores 5-HT y que es ampliamente empleado como
ansilitico es la buspirona, miembro de los N-alkil-substituyentes aril-piperazinas. Su
actividad ansiolitica es comparable al diazepam, clorazepate, alprazolam, Y
lorazepam aunque su estructura quimica no esté relacionada con las
benzodiazepinas. Sin embargo, en contraste con los efectos fammacoldgicos
comunes de las benzodiazepinas, este farmaco carece de propiedades hipndticas,
anticonvulsivantes y musculo relajantes de aqui que ha sido etiquetado como
ansioselectivo. La buspirona y diferentes andlogos quimicos estimulan
especificamente los receptores del subtipo 5-HT;a tanto en sitios postsinapticos y

sitios autorreceptores postsinapticos, de neuronas hipocampales y del rafe dorsal.
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Puesto que buspirona actia como un agonista parcial hacia receptores
postsinapticos 5-HTya y como un agonista completo hacia receptores presinapticos
sobre las neuronas del rafe dorsal, se ha hipotetizade que un decremento en la
actividad 5-HT puede mediar los efectos ansioliticos de buspirona y compuestos
relacionados.

Aunque hay evidencia sustancial indicando que buspirona y otras aril-piperazinas
no posen la habilidad de las benzodiazepinas para producir los efectos colaterales
antes mencionados, la literatura esta carente de informacién sobre los posibles
efectos de estos compuestos sobre aprendizaje y memoria. En contraste, la
habilidad de las benzodiazepinas para deteriorar aprendizaje y memoria ha sido

ampliamente reportado tanto en animales como en humanos.

ACIDO GAMMA AMINO BUTIRICO (GABA)

Los aminoacidos han sido separados en dos clases generales: aminoéacidos
excitatorios (acido glutamico, acido aspartico, acido cisteico y acido homocisteico),
los cuales despolarizan neuronas del SNC de mamiferos; y aminoacidos inhibitorios
(GABA, dlicina, taurina y B-alanina), los cuales hiperpolarizan neuronas de
mamiferos.

Sintetizado en 1883, el GABA fue conocido por muchos afios como un producto del
metabolismo microbiano y de plantas. No fue sino hasta 1950 que los
investigadores identificaron a GABA como un constituyente normal del SNC de
mamiferos. Parece que GABA es la sustancia transmisora mas abundante en el
cerebro de los mamiferos y se ha estimado que dei 20 al 50% de las sinapsis del
SNC son GABAérgicas. Muchas evidencias apoyan la idea de que el GABA se
encuentra en el cerebro funcionando como un transmisor inhibidor lo gue indujo un
esfuerzo de investigacion exhaustiva para implicar al GABA en la stiologia de
desodrdenes neuroldgicos y psiquiatricos como la enfermedad de Huntington (se ha

sugerido que la enfermedad resulta por la degeneracién de células GABA en 1os
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ganglios basales, estructuras cerebrales relacionadas con el control motor), de
Parkinson, epilepsia, esquizofrenia, ansiedad depresion, discinecias tardias y
demencia senil asi como otros diversos desérdenes conductuales (Cooper, Bloom,
& Roth, 1996; Paredes & Agmo, 1991).

Sintesis.- El 4cido gamma amino butirico se produce por descarboxilacion del dcido
glutamico. La enzima responsable de esta reaccién es la glutamato-descarboxilasa
o acidoglutamico-descarboxilasa (GAD), que se halla exclusivamente en las
neuronas GABA, ta reaccidn utiliza piridoxal-fosfato como cofactor. Parece que GAD
es unicamente saturada en forma parcial por este cofactor, esto ha permitido la
hipétesis que el fosfato de piridoxal es importante para la regulacion in vivo de la
actividad de GAD.

La liberacién molecular se efectua por el impulso nervioso y es dependiente de los
iones de calcio. EI GABA es inactivado por la glutamato-aminotransferasa (GAT),
enzima ampliamente difundida en el sistema nervioso central convirtiéndose en
acido succinico. La enzima GAT parece estar localizada en sitios extraneuronales o

en las neuronas postsinapticas, donde puede estar asociada con las mitocondrias.

) Glutamato descarboxilasa EGAD)
Acido glutamico » Acido y-aminobutirico

Con isétopos radiactivos se han detectado receptores GABA postsinapticos
especificos. En la médula espinal parece que el GABA actla sobre los receptores
presindpticos inhibiendo la liberacion de otros neurotransmisores. Las
benzodiazepinas y posiblemente los barbituricos a dosis bajas, aumentan la funcion

GABA, no por un efecto directo, sino por la activacion de la conduccidn GABA, una

vez que las células ya han sido estimuladas.

Distribucion.- En mamiferos, el GABA es encontrado en altas concentraciones en

el cerebro y espina dorsal, pero estd ausente o presente en cantidades sumamente
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pequefias en el tejido nervioso periférico como en el nervio ciatico, nervio esplénico,
y ganglios simpaticos o en algun ofro tejido periferico como el higado, bazo o
corazén. La concentracién de GABA en el SNC de mamiferos es del orden de
umoles/g. Es de interés que el cerebro también contenga grandes cantidades de
acido glutamico (8-12 umoies/g), el cual es el principal precursor de GABA y es en
si mismo un candidato neurotransmisor. En rata el cuadrigémino y las regiones
diencefalicas contienen los mas altos niveles de GABA, mientras que bajas
concentraciones son encontradas en todos los hemisferios cerebrales, el puente vy la
médula; la materia blanca contiene relativamente bajas concentraciones de GABA.
Los niveles endogenos de GABA incrementan rapidamente después de la muerte;
incrementos del 30 al 45% de GABA ocurren dos minutos después de la muerte de
ratas si el tejido no es inmediatamente congelado in situ. El origen de este
incremento subito es incierto, sin embargo se cree que es el resuitado en parte de
una momentanea activaciéon de la enzima GAD (Cooper, Bloom & Roth, 19986).
Incrementos progresivos en los niveles de GABA vy en la actividad acido glutamico
descarboxilasa parecen ocurrir en varias regiones del cerebro durante el desarrollo.
Los altos niveles de GABA encontradas en varias regiones del cerebro de monos
rhesus parecen correlacionarse bien con la actividad de Ia glutamato
descarboxilasa, enzima responsable de la conversidon de L-glutamato a GABA. Este
no es el caso para la enzima degradativa GABA-transaminasa, puesto que el globo
palido y la sustancia nigra, los cuales tienen la mas alta concentracion de GABA,
tienen relativamente poca actividad transaminasa. Mas aln no parece haber una
relacion inversa consistente entre la concentracion de GABA y la actividad
transaminasa. De este modo, algunas adreas del cerebro tales como el nlcleo
dentado y los coliculos inferiores, los cuales tienen relativamente altas
concentraciones de GABA, también tienen grandes cantidades de actividad

transaminasa (Bowman, & Rand, 1985).
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Drogas que afectan al GABA.- Entre las drogas que afectan especificamente e}
GABA se encuentra la toxina tetanica, que inhibe la liberacion de GABA hacia la
hendidura singptica. La picrotoxina, y maés especificamente la bicuculina
antagonizan los efectos de GABA scobre los sitios receptores, mientras que el
muscimol (un agonista) estimula estos receptores. Los efectos postsinapticos del
GABA terminan por la recaptacion, pero no se han encontrado compuestos que
afecten especificamente la rapidez de este proceso (Bowman, & Rand, 1985;

Cooper, Bloom, & Roth, 1996). La figura 3 muestra el sitio de accién de algunos
farmacos en la transmisién GABAérgica.

Sinapsis GABAérgice

L-glutamato-y-hidracida|
Alilglicina

4-metil-GABA
2-hidroxi-GABA
Acido nipechtico

Acido 3-aminopro-
pano-sulfonico
Musgimol

THIP

/ Bicuculina

Picrotoxina

Acido amainooxiacético
p GABA-acatilénica
Gabeculina

GABAT  SSA \

Sitio 1 Sintesis enzimatica

Sitio 2 Liberacidn

Sitio 3 Interaccion con receptores postsinapticos
Sitio 3a Autorreceptores presinépticos

Sitio 4 Recaptacion

Sitio 5 Metabolismo

Fig. 4. Posibles sitios de accién de medicamentos en una
neurona GABAérgica.
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Vias del sistema GABA.- La localizacién de sinapsis y neuronas GABAérgicas
puede ser investigada con una variedad de técnicas inmunoccitoguimicas, las cuales
contemplan el marcaje de los elementos que participan en la transmisién
GABAérgica, tal como la enzima responsable de la sintesis del GABA (GAD), la
enzima inactivadora del GABA (GAT) o el GABA mismo. La revisién de Silvilottti &
Nistri (1991) redne los resultados de estos estudios los cuales indican la presencia
de marcadores GABAergicos en las siguientes regiones del cerebro:

Hipocampo: marcadores GABAérgicos estan presentes en toda la regidn
hipocampal. Las células GABAérgicas representan el 11% del total de neuronas
hipocampales. Mientras la mayoria de las terminales GABAérgicas parecen
originarse desde circuitos neuronales intrinsecos, la formacién hipocampal también
recibe aferentes GABAérgicos desde la corteza entorhinal via la ruta perforante y
desde el septum probablemente la fimbria-fornix. Diferentes técnicas histologicas
para determinar la presencia de GABA en diversas estructuras concuerdan en
mostrar altas densidades en zonas de la corteza offatoria y neocorteza, bulbo
olfatorio, nicieo septal (incluyendo septun lateral, medio y érea de broca). Otras
regiones en las que se ha encontrado el GABA son el tdlamo (aunque los
marcadores GABAérgicos estan presentes en las fibras neuronales de todas las
areas talamicas, la densidad de las sinapsis GABAérgicas varia); el estriado (gran
numero de las neuronas neoestriatales son GABAérgicas y la reactividad a GAD,
GABA-T y GABA esta presente en neuronas de talla media 10-30 uM, con cuerpos
celulares fusiformes o redondos distribuidos a través del caudado-putamen y
pueden representar mas del 80% de la poblacion neuronal de esta area); el globo
palido (la mayoria de las terminales GABAérgicas de esta zona pertenecen a
aferentes extrinsecas del estriado mas que de circuitos neuronales locales); los
nucleos entopedunculares, y sustancia nigra (las células de origen de las
terminales GABAérgicas en la sustancia nigra estan localizadas en el estriado,

particularmente en la parte posterior y en el pallido); el nidcleo accumbens, el
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cerebelo (la corteza cerebelar es un &area particularmente rica en estructuras
GABAérgicas.), y nicleos del tallo cerebral (rafe dorsal) y espina dorsal.

Las células cerebelosas de Purkinje poseen neuronas GABA, que al mismo tiempo
se hallan bajo la actividad inhibitoria de otros circuitos GABAérgicos situados en la
corteza cerebelar. La via que se inicia en el nucleo caudado y finaliza en la
sustancia nigra, ejerce su inhibicién sobre las neuronas dopaminérgicas de esta
zona; ésta es la razédn por la que se han ensayado, aunque con escasos resultados,
la administracién de las sustancias gabaérgicas en el tratamiento de las discinecias
tardias (Bueno et al., 1985). En la corea de Huntington, la pérdida de neuronas
GABAérgicas en el ndcleo caudado y putamen reduce la inhibicion de la sustancia
nigra mediada por GABA, la cual a su vez hace que aumente la produccion de
dopamina por las neuronas nigroestriadas. Esto desequilibra la relacién
dopamina/acetilcolina en el estriado y se acompafia por movimientos involuntarios
(coreicos) no controlados. En esencia esto es la inversa de la pérdida de inervacion
dopaminergica nigroestriada, la cual disminuye la producciéon dopamina/acetilcolina
en el estriado y se acompafia con dificultad en el inicio de! movimiento visto en el
parkinsonismo (Gilman & Newman, 1989).

El tejido cerebral contiene cantidades importantes de GABA. El estudio de los
efectos de GABA sobre la funcidn cerebral han tropezado con gran dificultad por el
hecho de que cuando se inyecta no atraviesa la barrera hematoencefalica; esto
hace imposible incrementar las concentraciones cerebrales de GABA por
administracion periférica a menos de alterar la barrera hematoencefalica. Algunos
investigadores han tratado resolver este problema administrando GABA-lactam (2-
pyrrolidinona) a animales en espera de que este compuesto menos polar y mas
liposoluble pueda penetrar mas facilmente en el cerebro y ser hidrolizado para
producir GABA. Esto no fue posible porque el GABA-lactam gue alcanzd el cerebro
no se hidrolizd. Un intento reciente y mas afortunado ha sido el desarrollo de
progabide. Este agente penetra al cerebro y es subsecuentemente metabolizado a
GABA (Cooper, Bloom, & Roth, 1996). Se ha sugerido que el GABA y omega-
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aminoacidos similares pueden tener propiedades inhibidoras sobre la transmision

sinaptica central aplicados directamente a la superficie del cerebro.

RECEPTORES GABA
En los vertebrados los receptores de GABA se han dividido en dos clases que
difieren en su mecanismo de accidn, su farmacologia y su distribucion: receptores
GABA., y receptores GABAg. Por gjemplo, estudios radioautogréaficos han revelado
una abundancia de sitios GABA, en las capas de células granulares del cerebelo
donde no estan presentes sitios GABAs. Inversamente, la conceniracion de sitios
GABAg en los nicleos interpendulares es mas alta que la concentracion de sitios
GABA,. Ha sido mostrado que ambos subtipos de receptores tienen localizaciones
pre y postsindpticas y se piensa que participan independientemente en la
transmisién sinaptica {Cooper, Bloom & Roth, 1996; Paredes & Agmo, 1992
Silvilotti, & Nistri. 1991). Estudios farmacolégicos y conductuales sugieren la
existencia de receptores GABA diferentes de los sitios de enlace GABA. y GABAs.
Recientemente en membranas sinapticas de cerebelo de rata se ha encontrado un
tercer tipo de receptor a GABA el cual es insensible a la bicuculina y no activado por
baclofen, a este receptor se le ha denominado GABAc. Ofro tipo mas es el receptor
GABAx. La presencia de receptores GABA: y GABAy, puede ofrecer nuevas

posibilidades para revelar funciones conductuales hasta ahora desconocidas de
GABA (Paredes & Agmo, 1992).

Receptores GABA,

El receptor GABA, es parte de un complejo macromolecular acoplado a un ionodforo
(canal idnico) selectivo a CI” La activacion del sitio de reconocimiento a GABA trae
como consecuencia un cambio conformacional de la proteina que permite la
apertura del iondforo y en consecuencia el flujo de cloro a través de la membrana, 1o
gque a su vez ocasiona la inhibicién de la actividad neural debida tanto a la

hiperpolarizacion como a la reduccidn en la resistencia de membrana postsinaptica,
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debido a que la concentracion de cloro intracelular es mayor que la extracelular
(Paredes & Agmo, 1992; Satelle, 1990).

Este complejo tiene sitios de enlace para benzodiazepinas, barbituricos y esteroides
(moduladores alostéricos).

El complejo receptor GABAx-canal idnico es una glicoproteina heteropentamera con
subunidades polipeptidicas. Cinco clases distintas de subunidades han sido
clonadas (o, B,y, 8, p); cada una de las cuales presenta isoformas o subtipos (.,
B4, Y13, 8, p12) Que permiten las bases de una extraordinaria diversidad estructural
de los receptores GABA,. La composicidn de las subunidades del receptor GABA,
parece variar de una region del cerebro a otra y adn entre neuronas de una regidon
dada. Esta heterogeneidad de las subunidades isomorfas también le confieren al
receptor GABA, una diversidad de respuestas farmacolégicas y fisiolégicas
(Cooper, Bloom & Roth, 1996). La coexprésic')n de la subunidad y es necesaria para
la potenciacion de respuestas del GABA por benzodiazepinas. Ademas la
coexpresion de variantes individuales de la subunidad y (y,y2 0 v} con subunidades
o y B ocasiona variaciones en el grado de modulacion por benzodiazepinas a la
accidn de agonistas, antagonistas o agonistas inversos. Estudios de marcaje por
fotoafinidad han sugerido que el sitio de enlace de benzodoazepinas reside sobre la
subunidad o mientras que el sitio de enlace GABA reside sobre la subunidad B. En
si las diferencias sutiles en la organizacion de subunidades puede resultar en una
subpoblacén de receptores GABA. que tienen diferente localizaciéon regional y
celular, cada uno con diferente sensibilidad a GABA y moduladores alostéricos.
Funcionalmente los receptores GABA, parecen estar localizados tanto pre (axo-
axonicos), como postsinapticamente (axosomaticos y\ axodendriticos); ademas
existen receptores extrasinapticos que, aungue también son sensibles a la
bicuculina, tienen una especificidad diferente a la de los receptores sinapticos
(Curtis, 1978). Los receptores presinapticos (autorreceptores) carecen del sitio de

reconocimiento a benzodiazepinas (Brennan, 1982).
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Compuestos como La isoguvacina, el 4,5,6,7-tetrahidroxiazolo-5,4c-piridin-3-ol
(THIP), el muscimol, el acido 3-aminopropanoisulfénco (APSA) y el acido piperidina-
4-sulfénico son agonistas GABA. mientras que bicuculina es un antagonista
altamente especifico (Paredes & Agmo, 1992).

A mediados de la década de los 70s, la historia del receptor GABA (GABA,) llegd a
estar estrechamente relacionada con la historia del receptor benzodiazepinico. Aun
cuando las propiedades ansioliticas de las benzodiazepinas fueron descubiertas en
la déecada de los 50s, el mecanismo de accién de estas drogas no fue entendido
hasta muchos afios después. En los afios 70s llegd a ser claro que habia sitios de
enlace especificos en el cerebro para las benzodiazepinas y ellos llegaron a
éonooerse como los receptores a benzodiazepina. Evidencia concreta de una
relacion enire GABA. y los receptores benzodiazepinicos fue encontrada por
Tallman y Gallagher (Taliman y Galiagher, 1978 citado en Silvilotti & Nistri, 1991),
quienes mostraron que el GABA incrementaba el enlace de las benzodiazepinas.
En 1980 el grupo de Barnard reportd la secuencia y expresion funcional de los
genes decodificando dos subunidades del receptor GABA,. y mostrd que estas dos
subunidades podrian formar un canal de cloro funcional, dos afios después el grupo
de Seeberg identificd un sustituyente adicional capaz para formar canales de cloro
sensibles a benzodiazepina, probando asi que los receptores al GABA y a
benzodiazepina son parte del mismo compiejo (Cooper, Bioom & Roth, 1996). La
activacion del receptor GABA por agonistas GABA trae como resultado la apertura
del canal de cloro. El influjo de aniones cloro inhibe el disparo de las neuronas por
causa de la hiperpolarizacion. Las benzodiazepinas incrementan la frecuencia de
apertura del canal sin alterar apreciablemente la conductancia del canal o duracién
de apertura. Los barbitlricos en contraste, ligeramente decrecen la frecuencia de
apertura y prolongan la duracion de la apertura. Los receptores GABAA pueden ser
funcionalmente alterados por una variedad de compuestos que se enlazan a
diferentes sitios del receptor, incluyendo el sitic GABA, el sitio

picrotoxina/barbiturico, el sitio benzodiazepina, y el sitio esteroide. La activacién y
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modutacién del flujo de cloro por GABA y benzodiazepinas es alcanzado por
alteraciones dinémicas en la configuracion de la proteina. Las benzodiazepinas y
ligandos relacionados se enlazan a un tnico sitio sobre el complejo receptor GABAa
gue no sobrelapa los sitios para GABA o picrotoxina. Las drogas que se enlazan al
sitio de las benzodiazepinas e incrementan los efectos electrofisioldgicos de GABA
son llamados agonistas benzodiazepinicos,; compuestos que se enlazan al sitio de
benzodiazepinas y disminuyen los efectos de GABA son llamados agonistas
inversos. Modificaciones sutiles de la estructura quimica de los agonistas
benzodiazepinicos y de agonistas inversos han producido un pequefio namero de
antagonistas, el mas importante es R0O15-1788 o flumazenil. Este compuesto tiene
muy pocos, si es que algunos efectos farmacolagicos cuando se administra solo; sin
embargo, rapidamente revierte todos los efectos de agonistas benzodiazepinicos y

agonistas inversos y ha probado ser una herramienta experimental muy util (Cooper
Bloom & Roth, 1996).

Receptores GABA, y benzodiazepinas

El mayor conocimiento del complejo receptor de GABA-benzodiazepina~canal de
cloro ha resultado ya en el desarrollo de agentes ansioliticos selectivos y agentes
anticonvulsivantes que carecen de accion sedativa significativa y accidn relajante
muscular, propiedades que frecuentemente Ilimitan la utilidad de agentes
tradicionales como las benzodiazepinas y barbituricos. Un mejor entendimiento de
las caracteristicas moleculares y de regulacion de los multiples sitios alostéricos del
complejo supramolecular y las sustancias enddgenas que pueden fisioldgicamente
favorecer estos sitios no solamente deberian contribuir a nuestro entendimiento de
la posible eticlogia de la ansiedad y desérdenes convulsivos sino también ayudar
en el desarrollo de agentes terapéuticos méas efectivos y especificos. Una vez que
las propiedades funcionales de las subunidades GABA, y la de sus subtipos esté
mas claramente definida, seria posible usar este conocimiento en el discernimiento

racional y/o el disefio de nuevos agentes subtipo-especificos, clinicamente Utiles.
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Como ya se ha mencionado, los receptores GABA, tienen sitios de reconocimiento a
las benzodiazepinas y los barbittricos que modulan la corriente de cloro asociada a
la activacion del receptor. En presencia de benzodiazepinas aumenta la frecuencia
de apertura del canal, mieniras que en presencia de barbitlricos aumenta el tiempo
medio de apertura del canal. Con el empleo de estudios electrofisiolégicos de
fijacidn de voltaje, los estudios farmacolégicos muestran que tanto la picrotoxina
como la bicuculina reducen la corriente evocada por e GABA, aunque el
mecanismo de accién de estos compuestos es diferente: en el primer caso la
picrotoxina blogquea los canales de cloro, mientras que [a bicuculina ocupa el sitio
de reconocimiento del GABA (inhibicién competitiva) (Lummis, 1990, MacDona! &
Twyman, 1991; Satelle, 1990).

La picrotoxina se extrae de la semilla de Anamirta cocculus, es una mezcla
equimolecular de picrotina inactiva y picrotoxinina activa La picrotoxinina es 50
veces mas activa como convulsivante que la picrotina. La picrotoxina antagoniza
reversiblemente la accidon del GABA en muchas areas del SNC. En estudios
conductuales se ha demostrado que la administracion de picrotoxina tiene efectos
sobre una diversidad de funciones como: conducta sexual, memoria, regutacion de

la temperatura, conducta de ingesta, analgesia, entre otras (Bowman & Rand, 1985;
Paredes & Agmo, 1892).

La bicuculina es un alcaloide convulsivante que se extrae de la especie Cordyalis;

bloquea las reacciones hiperpolarizantes de GABA (antagonista altamente
especifico del GABA).

Distribucién cerebral de los receptores GABA,.- La mas alta densidad de estos
receptores se encuentra en la corteza frontal, en la capa granular del cerebelo y en
el cuerpo geniculado medial (Bowery, Hudson & Price, 1987).
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RECEPTORES GABAg

Receptores GABA insensibles a bicuculina y sensibles al baclofen reciben el
nombre de receptores GABAg. La densidad del receptor GABAg en el SNC es menor
que la del receptor GABA,4. Desde su descubrimiento en 1980, se han desarrollado
agonistas (baclofen) y antagonistas (saclofen y faclofen) para este receptor. Se
ha observado que en muchas regiones del cerebro, este receptor se encuentra
mediando potenciales postsindpticos inhibitorios lentos. Mientras los receptores
GABA, estan directamente asociados con un canal de CI, los receptores GABAs
parecen estar asociados a canales de Ca® o K'. La accidn inhibitoria de la
activacién del receptor GABAg parece ser mediada a través del incremento en la
conductancia del potasio o decremento en la conductancia de calcio.

Este receptor puede ser distinguido farmacolégicamente del receptor GABA, por su
afinidad selectiva por el agonista baclofen y su carencia de afinidad por el muscimol
y ta bicuculina. La activacién de receptores GABAg presindpticos por el agonista
baclofen disminuye la conductancia de caicio y libera el transmisor. Los receptores
GABAs postsinépticos estan indirectamente acoplados a canales de potasio via
proteinas G, y ellos median potenciales inhibitorios postsinépticos tardios (IPSPs).
Los receptores GABA; a diferencia de los GABA,, no responden a los efectos de los
barbituricos y de las benzodiazepinas (Cooper Bloom & Roth, 1996; Nicoll, Malenka,
& Kauer 1990). Estudios in vivo e in vitro demostraron que el bloqueo de receptores
GABAg con el potente antagonista CGP54626, permitié incrementar la liberacién de
los neurotransmisores GABA y glutamato y reducir los potenciales inhibitorios
postsinapticos tardios de neuronas CA; piramidal hipocampal, y permite un
incremento en la excitabilidad neuronal (Cooper, Bloom & Roth, 1996: Paredes &
Agmo, 1992).

A nivel central, se han postulado muiltiples efectos debidos a la activacion de los
receptores GABA; tales como analgesia, relajacién muscular, reduccién de a
actividad epileptiforme, disminucién en la consolidacién y retencion de la memoria

asi como hipotension. Estudios conductuales en diversas especies han sugerido
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gue el bloqueo del receptor GABAg puede mejorar el aprendizaje social en ratas, la

evitacion pasiva en ratones y las pruebas de condicionamiento espacial en monos
rhesus (Paredes & Agmo, 1992).

Distribucion de los receptores GABAg.- En el sistema nervioso, el mayor nimero

de receptores se encuentra en la capa molecular del cerebelo, en el ndcleo

interpeduncular y en la corteza frontal (Bowery, Hudson, & Price, 1987).
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CAPITULO 3
SISTEMAS NEUROQUIMICOS Y SU IMPLICACION EN LOS PROCESOS
MNEMICOS Y LA ANSIEDAD

Ademas de las hormonas, multiples sistemas de neurotrasmision participan en el
aprendizaje y la memoria (Decker & McGaugh, 1991). En los estudios sobre la
enfermedad de Alzheimer en la que se manifiestan trastornos en la memoria se han
descrito alteraciones en acetilcolina (Bartus, Dean, Beer, & Lippa, 1982; Fibiger,
1991), GABA (Bowery, Maguire & Pratt, 1991; Brioni, 1993), glutamato (Danysz &
Archer, 1994), catecolaminas (McGaugh, 1989a) y serotonina (Hock, 1995; Squire,
1987).

Parece ser que el papel que juegan los sistemas neuroquimicos sobre estos
procesos es diferente. Se ha propuesto que el papel de la serotonina sobre el
aprendizaje y la memoria sea 2 través de la modulacién de procesos perceptuales
(Beninger, 1989; Fuxe, Agnati, Ogren, Anderson, & Benfenati, 1983); mientras que
las catecolaminas parecen modificar los niveles de atencidn gue intervienen en
adquisicion y recuperacion de la informacion, o bien a través de sus efectos a nivel
periférico (Quatermain, 1983; Squire & Davis, 1981).

El estudio del aprendizaje y la memoria se ha abordado especialmente, observando
como se modifica en sujetos experimentales la manifestacion de una respuesta
cuando se aumenta o disminuye la actividad de un neurotransmisor. La actividad de
dicho transmisor puede variar con la administracion de sustancias (drogas) capaces
de incrementar la actividad del neurotransmisor (agonistas), o de sustancias que
disminuyan su actividad (antagonistas).

Cuando el interés en la investigacion es establecer si el compuesto tiene efecto
sobre el aprendizaje (adquisicién), entonces la sustancia se adminisfraré antes del
entrenamiento. Es necesario que en estos casos el protocolo experimental permita
disociar los efectos de la droga sobre los procesos cognoscitivos de ias alteraciones
motivacionales, motoras, de sensibilidad de los sujetos o de un aprendizaje
dependiente de estade. Cuando el punto de interés es la memoria, los tratamientos

se administraran después del entrenamiento. En este caso el tiempo que transcurre



entre el entrenamiento y la administracion de la sustancia puede variar, dependiendo
si se estd estudiando memoria de corto o largo plazo.

Si bien como se indicd son varios los neurotransmisores implicados en los procesos
de aprendizaje y memoria, también estd documentado que ellos participan ademas
en otras funciones. Tal es el caso del GABA el cual esta implicado con el confrol
motor, la depresién y la ansiedad entre ofros desoérdenes conductuales. También la
serotonina esta asociada a conductas como la depresion, la agresion, la ingesta, la
conducta motora, el miedo y la ansiedad (Frazer, Maayani & Wolfe, 1980; Julius,
1991). Asi mismo, se ha observado que determinada estructura cerebral resulta ser
el sustrato anatémico de méas de un efecto conductual. Por ejemplo, ias mismas
estructuras limbicas: amigdala, hipocampo y septum estén implicadas tanto en la
ansiedad como en la memoria (Hamon, 1934). Esto ha llevado a los investigadores a
desarrollar estudios tendientes a establecer las relaciones o el efecto modulatorio
entre los neurotransmisores y también a precisar el o los sitios anatdmicos
responsables de una determinada conducta en estudio.

Puesto que en este trabajo se pretende obtener informacion que permita esclarecer
la relacion que existe entre los procesos mnemonicos aprendizaje/memoria, de dos
sustancias ansioliticas: diazepam (agonista GABA) y buspirona (antagonista 5-HT)
as{ como de dos sustancias ansiogénicas: bicuculina y picrotoxina (antagonistas
GABA) comparando sus efectos con los producidos con la administracién del
anticolinérgico muscarinico escopolamina, a continuacién se describe por un lado, la
evidencia que muestra la participacion de los neurotransmisores acetilcolina, GABA y
serotonina en la adquisicion y mantenimiento de varias conductas, y por el otro,
informacion que muestra la participacion del GABA y de la serotonina en la ansiedad.
También se presenta una breve descripcién de algunos modelos empleados en ef
estudio de agentes ansioliticos.

NEUROFISIOLOGIA DEL APRENDIZAJE Y LA ACETILCOLINA

Cuando las neuronas colinérgicas del cerebro anterior basal son lesionadas en ratas

y primates, ocurre una pérdida en las funciones de memoria (Flicker, Dean, Watkins,
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Fisher, & Bartus 1983; Irie, & Markowitsch, 1987), y ese déficit puede ser prevenido
por la administracién de agonistas muscarinicos. En contraste, los antagonistas
muscarinicos interfieren con la formacién de memoria (Bartus, Dean, Pontecorvo &
Flicker, 1985), vy en los animales con lesion en el cerebro anterior basal se muestra
un incremento en la sensibilidad a los efectos amnésicos de antagonistas
muscarinicos (Aigner, Mitchell, Aggleton, DelLong, Struble, Price, Wenk, & Mishkin
1987).

Un decremento en la inervacion colinérgica ascendente al cerebro anterior ha sido
demostrada en la enfermedad de Alzheimer sugiriendo que al menos parte de los
déficits neuroldgicos de esta enfermedad pueden ser atribuidos a la pérdida de
neuronas colinérgicas (Bowen, Smith, White & Davison, 1976; Davies & Maloney,
1976; Rossor, Garret, Johnson, Mountjoy, Roth, & lversen, 1982). Ademas se ha
observado que el grado de deterioro neuroldgico en esta enfermedad se encuentra
bien correlacionado con el decremento de la actividad de acetiltransferasa de colina
postmortem en el cerebro en comparacion con el decremento de otros sistemas
neurotransmiscres.

Diversos experimentos con animales apoyan la evidencia de que la administracién de
drogas anticolinérgicas produce amnesia (Bartus, Dean, Pontecorvo & Flicker, 1985;
Fibiger, 1991; Overstreet, 1984; Warburton & Wenses, 1984), mientras que la
facilitacion de la actividad colinérgica mejora los procesos de memoria (Bammer,
1982; Elrod & Buccafusco, 1988; Quatermain & Jung, 1989). Una de las tareas
conductuales mas usadas en este campo es la evitacién inhibitoria de un ensayo; en
la mayoria de los casos la administracion de inyecciones de escopolamina
(antagonista muscarinico) antes o después del entrenamiento produce un profundo
estado amnésico (Bammer, 1982), también se ha demostrado que la administracion
de esta droga después del entrenamiento, produce amnesia dependiente de la dosis
y de la intensidad del choque eléctrico (Duran-Arévalo, Cruz-Morales & Prado-Alcald
1980), algunos resultados también aportan evidencias opuestas (Lewis & Bregman,
1972; Meyers, 1965). Otra situacion observada es que la amnesia producida por la

aplicacion sistémica o en éreas especificas del cerebro (estriado) de drogas
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antimuscarinicas, no se manifiesta cuando los animales son sobre-entrenados en
tareas motivadas positivamente o cuando elios son sobre-reforzados en situaciones
de evitacion pasiva (Duran-Arévalo, Cruz-Morales & Prado-Alcala 1990; Giordano &
Prado-Alcala, 1986; Prado-Alcalé & Cobos-Zapiain, 1977; Prado-Alcala, Kaufman, &
Moscona, 1980).

Un estado amnésico fue producido por la administracion sistémica de escopolamina
(8.0 mg/kg) en ratas que fueron entrenadas con bajas intensidades (2.5-2.7 mA),
mientras que con intensidades altas (2.8, 2.9 o0 3.0 mA) se presentd una perfecta
retencion. Estos datos sugieren por un lado, la participacién critica de la acetilcolina
en la consolidacion de la memoria, y por el otro, que s necesario alcanzar un umbral
en la magnitud del reforzador negativo, donde la actividad colinérgica del sistema
nervioso ya no es necesaria para el desarrollo de los procesos de consolidacion
(Cruz-Morales, Duran-Arévalo, Diaz del Guante, Quirarte & Prado-Alcala, 1992).

Por otro lado, en condiciones de bajo-reforzamiento (0.3-0.6 mA) y sobre-
reforzamiento (0.9 y 1.0 mA) la escopolamina (8.0 mg/kg) no produce déficit en la
retencion, pero cuando la intensidad del choque se encuentra entre 0.7 y 0.8 mA la
consolidacion se interrumpe, o que sugiere que hay justo un umbral para el efecto
protector del sobre-reforzamiento contra la amnesia inducida por escopolamina;
también parece haber una minima cantidad de estimulacion aversiva que debe ser
alcanzada para activar el mecanismo colinérgico implicado en ia consolidacion de la
memoria (Quirarte, Cruz-Morales, Diaz del Guante, Garcia & Prado-Alcala 1993).
Aunque se ha reportado que lesiones de algunas estructuras del cerebro producen
deterioro en la ejecucién de tareas instrumentales y que lesiones similares no
interfieren con las mismas tareas en condiciones de sobre-entrenamiento
(Markowitsch, Kessler & Streicher, 1985; Thatcher & Kimble,1966), poco se sabe
acerca de los eventos neuroquimicos que median este fendmeno. Se ha mostrado
que un estado amnésico es inducido por bioqueo colinérgico e interferencia
generaiizada con la actividad neural del estriado, y que en condiciones de sobre-
entrenamiento y sobre-reforzamiento esos tratamientos son inocuos (Pérez-Ruiz, &

Prado-Alcald, 1989; Prado-Alcala, 1985). Parece que cuando un animal es expuesto

54



a una experiencia de aprendizaje acrecentada (incrementa el nimero de ensayos o
fa magnitud del reforzador) no Unicamente el sistema colinergico estriatial sino el
estriado como un todo es librado de las funciones de memoria.

El efecto protector del sobre-reforzamiento contra las propiedades amnésicas de la
escopolamina fuertemente sugiere que ia acetilcolina central no esta involucrada en
la consolidacién de memoria de tareas que implican parametros de entrenamiento los
cuales pueden producir la activacion de un nimero mayor de estructuras cerebrales.
Diferentes hallazgos experimentales sugieren la posibilidad de que ias funciones de
memoria (al menos el condicionamiento instrumental) no estén mediados por
conjuntos fijos de elementos neurales/bioquimicos, mas bien, parece gue esas
funciones de memoria que han sido dependientes de la actividad de regiones
cerebrales especificas, tales como la amigdala (Thatcher & Kimble, 1968), talamo
(Markowitsch, Kessler & Streicher, 1985), neoestriado ‘(Prado-Aicaté, 1985), vy
sustancia nigra (Cobos-Zapiain & Prado-Alcala, 1986) ébn relevados por otras
regiones cuando los animales son sobre-entrenados o sobre-reforzados. Asi, cuando
hay una interferencia con la actividad de un sistema neuroquimico cerebral, la
consolidacion de memoria para evitacion pasiva es interrumpida. Cuando esta tarea
es entrenada bajo condiciones de sobre-reforzamiento, la misma interferencia es
totalmente inefectiva en modificar el proceso de consolidacion. Asi se sugiere que
ciertas esfructuras cerebrales o sistemas neuroquimicos son necesarios para la
consolidacion de tareas instrumentales; sin embargo, cuando esas tareas son sobre-
entrenadas o sobre-reforzadas la traza de memoria no es representada por el mismo
conjunto de estructuras particulares o sistemas neuroquimicos, proponiéndese que
después de un aprendizaje acrecentado por la experiencia, la huella de memoria
pueda ser ampliamente distribuida en el cerebro (Duran-Arévalo, Cruz-Morales &
Prado-Alcala, 1990).

Con respecto a algunas de las estructuras anatémicas, los datos permiten apoyar la
idea de que la actividad colinérgica estriatal es necesaria para la consoiidacion de la
memoria de tareas instrumentales (Solana-Figuerca & Prado-Alcala, 1990). Por otro

lado, también ha sido reportado que lesiones en la amigdala (Parent, Quirarte &
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McGaugh, 1993; Parent, Tomaz & McGaugh, 1992; Thatcher & Kimble, 1966} y
talamo (Markowitsch, Kessler & Streicher, 1985) e inyecciones de picrotoxina dentro
de la sustancia nigra (Coboz-Zapiain & Prado-Alcald, 1986) producen deficiencias en

memoria, que son superadas por un incremento de experiencia de entrenamiento.

GABA Y PROCESOS DE MEMORIA Y APRENDIZAJE
investigaciones interesadas en el posible papel de GABA scobre aprendizaje y
memoria han evaluado principalmente los efectos de antagonistas GABA. Cuando Ia
picrotoxina y la bicuculina son administradas en dosis subconvulsivas, incrementan la
retencién en tareas de evitacion inhibitoria (Brioni & McGaugh, 1988; Castellano &
Pavone, 1988), evitacion activa (Bovet, McGaugh & Oliverio, 1966) y aprendizaje en
laberinto (Brioni & McGaugh, 1988; McGaugh, Castellano & Brioni, 1990). En todos
estos estudios las drogas fueron administradas post-entrenamiento, sugiriendo que
los antagonistas GABA modulan los procesos de aimacenamiento de memoria.

Se ha senalado que el efecto amnésico inducido por la administracion de agentes
anticolinérgicos, depende del grado de entrenamiento: bajo nivel de entrenamiento
(Prado-Alcala & Cobos-Zapiain, 1977) o sobre-entrenamiento (Duran-Arevalo, Cruz-
Morales & Prado-Alcald, 1990); la magnitud del reforzador: bajo-reforzamiento
(Quirarte, Cruz-Morales, Diaz del Guante & Prado-Alcala, 1993) y sobre-
reforzamiento (Cruz-Morales, Duran-Arévalo, Diaz del Guante, Quirarte, Prado-
Alcalg, 1992); la tarea (Prado-Alcald, Cruz-Morales & Loépez-Miro, 1980) y el
momento en que se administra el férmaco; (Prado-Alcala, Cruz-Morales & Lopez-
Miro, 1980; Prado-Alcala, Signoret & Figueroa, 1981); lo que ha llevado a proponer
que otros neurotransmisores ademas de la acetilcolina, puedan estar implicados en
la consolidacion de la memoria.

La picrotoxina (antagonista GABAérgico) administrada después de! entrenamiento
produce efectos facilitadores en la memoria (Castellano & McGaugh, 1989). Tambiéen
estos efectos facilitatorios se encuentran con la administracion de bicuculina (4.0
mg/kg) después del entrenamiento, cuando los sujetos son entrenados con diferentes
intensidades de choque en una tarea de evitacion inhibitoria (Garcia-Saldivar & Cruz-
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Morales, 1997). En ofro estudio, el aumento en la retencion de una tarea de evitacion
inhibitoria producido por bicuculina intentd bloquearse por lesiones en el nucleo
caudado, amigdala e hipocampo y sélo con las lesiones en la amigdala y en el
hipocampo se bloqueé ese efecto (Ammasari, Pavone, Castellano & McGaugh,
1991). Resultados opuestos fueron obtenidos por Nabeshima y colaboradores
quienes encontraron efecto amnésico con la administracion de bicuculina o
picrotoxina (Nabeshima, Noda, lto & Kameyama, 1988). Ha sido sefialado que parte
de las inconsistencias encontradas con los efectos de bicuculina y picrotoxina,
puaden deberse a diferencias en los procedimientos, la tarea realizada por los
sujetos, la especie utilizada, la intensidad del choque con que los animales son
entrenados, etc. (Cruz-Morales, 1992)

Benzodiazepinas y tareas cognitivas.- Las benzodiazepinas, representadas por el
diazepam, son las drogas mas frecuentemente usadas como agentes terapeuticos
relacionados con la ansiedad. Se ha postulado que la accién de las benzodiazepinas
es facilitar la neurotransmisién del acido gamma amino butirico (GABA), con un
consecuente incremento de la inhibicidon de otros sistemas neurotransmisores
mediados por GABA (Haefely, 1985 citado en Green & Hodges, 1991).

Los agonistas de [os sitios de enlace benzodiazepinico pueden alterar la memoria de
trabajo en varias pruebas en animales, de la misma forma que lo hace la
escopolamina (Hamon, 1984). En humanos la administracién de benzodiazepinas
generalmente causa somnolencia y deteriora la ejecucidon de pruebas psicomotoras
(Wada & Fukuda, 1992) y puede interferir en la ejecucion de tareas que impliquen
aprendizaje y memoria (Ghoneim & Mewaldt, 1975, 1977; Peterson & Ghoneim,
1980). Ofros estudios sefialan que detreriora la adquisicion pero no el recuerdo o la
recuperaciéon de informacién (Ghoneim & Mewaldt, 1975; Lister, 1985) y que afecta la
memoria declarativa pero no la de procedimiento (Fang, Hinrichs, & Ghoneim, 1887;
Nissen, Knopman, & Schacter, 1987).

Experimentos con animales han aportado evidencia adicional de que el diazepam
produce amnesia anterégrada (Decker, Tran, & McGaugh, 1990, Overstreet, 1984,
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Thiebot, 1985; Tomaz, Dickinson-Anson, McGaugh, Souza-Silva, Viana, & Graeff,
1993; Waddington & Clley, 1977; Warburton & Wesnes, 1984). Sin embargo, los
estudios en animales generalmente han fallado en demostrar amnesia refrograda con
la administracion de diazepam post-entrenamiento (Canhill, Brioni, & Izquierdo, 1986;
Jensen, Martinez, Vasquez, & McGaugh, 1979; Thiebot, 1985). También en animales
las benzodiazepinas pueden interferir en el aprendizaje y la memoria en pruebas de
evitacién inhibitoria (Cole, 1986; Sanger, & Joly, 1985), laberinto radial (Hodges &
Green, 1986), laberinto de agua de Morris (McNaughton & Morris, 1987) y producen
amnesia anterograda (Patel, Ciofalo & lorio, 1979; Thiebot, 1985; Tomaz, Brandao, &
Garcia-Carrasco, 1992). Unicamente hay dos reportes de amnesia retrograda
causada por benzodiazepinas en animales (Jensen, Martinez, Vasquez & McGaugh,
1979; Patel & Porsoit, 1982, en Cahill, Brioni & Izquierdo, 1986).

La comparacién de las respectivas afinidades de varios agonistas por los dos
principales sitios de eniace benzodiazepinicos (BZy con la subunidad o4, y BZ2 con
las subunidades oy, as, 0 as) con sus efectos en modelos de memoria y aprendizaje
no revelan un claro corte de diferencias entre drogas actuando sobre sitios BZ; y BZ;
Sin embargo, las imidazopyridacinas, alpidem y zolpidem, con alta afinidad por sitios
BZ, parecen ser menos deteriorantes en la capacidad de aprendizaje y memoria, que
las benzodiazepinas que actlan sobre sitios BZy y BZ» (Zivcovic, 1880 en Hamon,
1994).

Puesto que existe numerosa evidencia experimental que muestra que las drogas con
propiedades ansioliticas también son capaces de deteriorar los procesos de
aprendizaje y memoria, un amplio grupo de investigadores han propuesto la
posibilidad de que estos procesos tengan substratos neurologicos comunes; pero
también otros investigadores han sugerido que los procesos mnémicos y la ansiedad
sean procesos independientes.

A continuaciéon se sefialan algunos trabajos que sustentan una u otra propuesta:

Benzodiazepinas y su relacién con la ansiedad y el aprendizaje/memoria.- La

escopolamina y el diazepam tienen varios rasgos comunes con relacion a sus
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efecios sobre aprendizaje y memoria. Evidencias clinicas sugieren que ambas
drogas producen amnesia anterograda. Estudios con sujetos experimentales
humanos muestran que escopolamina y diazepam no interfieren con la recuperacion
de informacién la cual ha side adecuadamente almacenada, pero el recuerdo de
material aprendido después de la administracion de las drogas fue marcadamente
deteriorado (Ghoneim & Mewaldt,1975 y 1877; Lister,1985). Puesto que la
recuperacion de informacion bien aprendida no fue deteriorada y los déficits en el
aprendizaje fueron evidentes en las pruebas de recuerdo inmediato seguidas a la
inyeccidn, pudiera parecer que el diazepam y la escopolamina primeramente
interfieren con los procesos de almacenaje, es decir, estas drogas aparentemente
impiden la fransferencia de informacién desde el almacén de memoria de corto plazo
al almacén de memoria de largo plazo, Estos compuestos también afectan la
memoria declarativa, tal como es demostrado en el recuerdo de informacion factual
especifica, pero no interrumpe la memoria procedimental (Fang, Hinrichs, &
Ghoneim,1987; Nissen, Knopman, & Schacter, 1987).

Estudios con animales experimentales han provisto evidencias de que tanfo la
escopolamina como el diazepam producen deficiencias en la memoria anterégrada
{(Waddingtong & Olley, 1977; Overstreet, 1984; Thiebot, 1985). Sin embargo, aun
cuando algunas benzodiazepinas tienen efectos retrogrados, estos no se han
manifestado con la administracion de diazepam después del entrenamiento (Cahill,
Brioni & lzquierdo, 1986; Jensen, Martinez, Vasquez, & McGaugh 1979: Thiebot,
1985).

Debido a la informacién anterior, Lal y colaboradores (1988) han indicado que
ademas de su efecto ansiolitico, las benzodiazepinas, podrian tener un papel
adicional relacionado con la modulacién de los procesos de memoria y/o aprendizaje.
Ademés en su estudio, estos autores encontraron que fa administracion ip. del
antagonista a receptores benzodiazepinicos, flumazenil (Ro 15-1788) en dosis de 2.5
a 40.0 mg/kg antes del entrenamiento, mejord tanto el aprendizaje y ia memoria de
ratones en una prueba de discriminacién para escapar a un choque eléctrico 2.0 mA

por 5 segundos en un laberinto en T. En este estudio, también la administraciéon de
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flumazenil antes del entrenamiento previno la amnesia inducida en ratones por el
antagonista al receptor colinérgico, escopolamina, empleando una prueba de
evitacion pasiva. La habilidad del flumazenil para prevenir la amnesia inducida por
escopolamina es consistente con una posible implicacion del sistema colinérgico
cerebral en los efectos de modulacidon de memoria de benzodiazepinas (Lal, Kumar,
& Foster, 1988).

Se ha propuesto que la interferencia de las benzodiazepinas con los procesos
aprendizaje/memoria pueda ocurrir via reduccion de la excitacion durante 1a sesion
de entrenamiento. Se conoce que diferentes clases de drogas que incrementan la
excitaciéon producen una mejora en el aprendizaje y subsecuente retencién (Duka,
1987 en Lal, Kumar, & Foster, 1988, McGaugh, 1973), incluyendo figandos
benzodiazepinicos clasificados como agonistas inversos; por tanto, las mejoras en la
retencion después de flumazenit pueden resultar del incremento de excitacion o
ansiedad (Venault, Chapouthier, Prado de Carvalho, Simiand , Morre, Dodd &
Rossier, 1986 y Duka, 1987 en Lal, Kumar, & Foster, 1988).

También, la administracion de bicuculina o picrotoxina (antagonistas GABAérgicos)
en combinacién con escopolamina, son capaces de revertir el efecto amnésico de
ésta Ultima durante tareas de evitacién inhibitoria, por lo que también Cruz-Morales y
colaboradores han propuesto una interrelacion entre los sistemas neuroquimicos
colinérgico y GABAérgico (Cruz-Morales, Quirarte, Diaz del Guante & Prado-Alcala,
1993). Por otro lado, numerosa evidencia experimental atribuye un papel clave a Ia
neurotransmision GABA durante ia modulacién de conductas de miedo/defensivas.
Se ha encontrado que inyecciones sistémicas o intra-amigdala de agonistas GABA
reducen e} miedo v la ansiedad experimental, mientras que antagonistas GABA los
acrecientan (Graeff, 1990 en Tomaz, Dickinson-Anson, McGaugh, Souza-Silva,
Viana, & Graeff,1993).

Investigaciones realizadas por 1zquierdo y colaboradores (Da Cunha, Huang, Walz,
Dias, Koya, Bianchin, Pereira, lzquierdo & Medina, 1991; Izquierdo, Da Cunha,
Huang, Walz, Wolfman & Medina, 1990 en Tomaz, Dickinson-Anson & McGaugh,

1991), sugieren que el deterioro de la memoria por benzodiazepinas implica
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receptores GABA&rgicos tipo A en la amigdala. La evidencia experimental indica que
el tipo de memoria en el que estd implicado el complejo amigdaloide es
particularmente, memoria de base emocional (Cahill & McGaugh, 1980; LeDoux,
1993). El muscimol y el baclofen (agonisias GABAérgicos), administrados después
del entrenamiento, provocaron deterioro en la retencién de ta memoria mientras que
la picrotoxina y la bicuculina (antagonistas GABAgérgicos), mejoraron la retencion
(Breen & McGaugh, 1961; Brioni, Nagahara, & McGaugh, 1989; Castellano, &
Pavone, 1988). La evidencia sumarizada arriba sugiere que tanto los efectos
ansioliticos como los amnésicos de GABA/BDZ son mediados por la amigdala. Los
trabajos de Tomaz y colaboradores sugieren que los sistemas cerebrales implicados
en la ansiedad y en la modulacién de la memoria estan extensivamente traslapados
(Tomaz, Branddo & Garcia-Carrasco, 1992). En otros estudios, empleando
procedimientos de lesién en zonas especificas de la amigdaia los resultados indican
que la amnesia inducida por el diazepam (y benzodiazepinas en general), en
entrenamiento de evitacién inhibitoria es mediada, al menos en parte, a través de
influencias que implican en particular el nicleo basolateral amigdalino. También en
este trabajo se propone que los efectos ansioliticos y amnésicos del diazepam y
benzodiazepinas pueden implicar el mismo neurcmecanismo o estar traslapados
(Tomaz, Dickinson-Anson, & McGaugh, 1991; Tomaz, Dickinson-Anson, & McGaugh,
1992: Tomaz, Dickinson-Anson, McGaugh, Souza-Silva, Viana, & Graeff, 1993).

Pero por otro lado, McNamara y Skeleton (1993) buscando también determinar el
sitio neuroanatdmico a través del cual los efectos amnésico y ansiolitico del agonista
benzodiazepinico, clordiazepdxido es mediado, evaluaron ansiedad, como
thigmotaxia, en un campo abierto y en el laberinto de agua de Morris evaluaron
aprendizaje espacial. Administraron 60 nmol/ul de clordiazepdxido en la corteza
frontal, nicleo magnoceliular basal/sustancia innominata, amigdala, hipocampo o
cerebelo. Las infusiones intracraneales revelaron una especificidad neuroanatomica
para las acciones amnésica y ansiolitica del clordiazepdxido ya que los resultados

indican que el septum medial y la amigdala median los efectos amnésicos y
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ansioliticos respectivamente, por {o que sugieren que las acciones amnésicas y
ansioliticas del clordiazepdxido son independientes.

NEUROFARMACOLOGIA DEL APRENDIZAJE Y 5-HT

La informacion que apoya la participacion de la serotonina en el aprendizaje y la
memoria es resumida por Meneses (1995) de la manera siguiente: (1) Existe una
amplia distribucion neurcanatdmica de las proyecciones serotonérgicas en
estructuras relacionadas con el aprendizaje y la memoria (Schréder, 1993; Schulties
& Martinez, 1992; Squire, 1987). (2) En personas con alteraciones en el aprendizaje
y la memoria se han registrado alteraciones en los niveles de serotonina, sus
metabolitos y en el numero de sus receptores (Dewar, Graham & McCulloch, 1990;
Hock, 1995; McEntee & Coock, 1991; Wallin & Goottfries, 1990), (3) Se observa un
bloqueo del aprendizaje cuando se aumentan los niveles de la serotonina en el
hipocampo y con la administracién de algunos antagonistas serotonérgicos (Altman &
Normile, 1988; Costall & Naylor, 1992; Decker & McGaugh, 1991).

Se han reportado diversas alteraciones en la actividad serotonérgica en personas
amnésicas, pacientes con la enfermedad de Alzheimer y en ancianos (Aitman &
Normile, 1988; Dewar, Graham, & McCulloch, 1990; McEniee & Coock, 1991; Wallin
& Goottfries, 1990). Existe la propuesta que el sistema serotonérgico puede modular
el aprendizaje y la memoria (Schulties & Martinez, 1992; Squire, 1987), pues
proyecta a casi todo el cerebro. Durante el proceso de envejecimiento disminuyen las
concentraciones de serotonina, de su principal metabolito 5-HIAA (acido 5-hidroxi-
indolacético) y el numero de receptores para esta amina (McEntee & Coock, 1991;
Wallin & Goottfries, 1990). En algunos pacientes con la enfermedad de Korsakoff, la
administracion de un inhibidor de la recaptura de la 5-HT, disminuy¢ las alteraciones
en la memoria (McEntee & Coock, 1991). Algunos autores han administrado

agonistas y antagonistas serotonergicos (Altman & Normile, 1988; Briley, 1990;
Gower, 1992; McEntee & Coock, 1991).
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Hay pocos trabajos que describen los efectos de la serotonina y agentes
sertotonérgicos en aprendizaje y memoria, sin embargo algunos muestran gue un
aumento o decremento en la actividad serotonérgica, deteriora o mejora
respectivamente, dichos procesos cognoscitivos (Altman & Normile, 1988; Briley,
1890; Costall & Naylor, 1992; Decker & McGaugh, 1991; McEntee & Coock, 1891).
La administracion del precursor de la serotonina, S-hidroxitriptofano (5-HTP), o la
estimulacion eléctrica de los ndclecs de rafe da como resultado una mayor liberacion
de la 5-HT y un decremento en el aprendizaje (Altman & Normile, 1988; Gower,
1992; McEntee & Coock, 1991). Diversos autores han notificado que las sustancias
p-cloroanfetamina (PCA), p-clorofenilalanina (PCFA) o 5,7-dihidroxitriptamina (5,7-
DHT), neurotoxinas que reducen la sintesis de serotonina, mejoran, bloguean o no
modifican los procesos de aprendizaje y memoria (Altman & Normile, 1988; Barzilai,
Kennedy, Sweatt & Kandel, 1989; Costall & Naylor, 1992; Gower, 1992; McEntee &
Coock, 1991). Existe evidencia de que la administracion de serotonina facilita el
aprendizaje de invertebrados como la aplisia (Barzilai, Kennedy, Sweatt, & Kandel,
1988).

Hay discrepancias con respecto al papel de agonistas 5-HT14 como el [{8-hidroxi-(di-
n-propilaminojtetralin)] 8-OH-DPAT sobre los procesos cognoscitivos. Algunos
autores indican que mejoran el aprendizaje (Winter & Petti, 1987), mientras que para
otros autores lo bloguean (Carli & Samanin, 1992; Carli, Luschi, Garofalo & Samanin,
1995). En estos trabajos se encontré que con dosis del 8-OH-DPAT mayores de
0.25 mg/kg administradas antes del entrenamiento o de la sesién de prueba se
lograba disminuir el aprendizaje espacial pero no el visual. Para Meneses (1995),
estos resultados pueden atribuirse a efectos inespecificos, ya que tanto la prueba
conductual (prueba de evitacion o laberinto con agua) empleada y la forma de
administracidon del farmaco pudieron determinar si el cambio observado fue sobre el
aprendizaje o en factores motivacionales, motores, perceptuales, stc. La
administracién de un farmaco antes del entrenamiento, no permitira disociar si los

efectos del compuesto ocurren sobre los procesos cognoscitivos o son producto de
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las alteraciones motivacionales, motoras, entre ofras originadas por el propio
compuesto.

E! agonista 8-OH-DPAT fue el primer ligando selectivo usado para discriminar el
receptor 5-HT4 de otros subtipos de receptores pues se ha mostrado que este
compuesto produce muchas respuestas funcionales que se considera son el
resultado de la activacion del receptor 5-HT¢s. La rapida disponibilidad de 8-OH-
DPAT como ligando altamente selectivo del receptor 5-HT1a, inevitablemente enfocd
mas atencidn sobre el receptor 5-HT1a4 comparada con otro subtipo de receptor 5-
HT,. Otra circunstancia que reforzd el estudio de este receptor fue el descubrimiento
de un ansiolitico no benzediazepinico, buspirona, con eniaces de alta afinidad al
receptor 5-HT1a (Fletcher, Cliffe & Dourish 1993).

Serotonina y su relacién con la ansiedad y el aprendizaje/memoria.- Ha sido
ampliamente aceptado que las neuronas 5-HT promueven la ansiedad, esto ha
permitido la investigacion de drogas las cuales reducen la funcién 5-HT. Sin embargo
estos agentes novedosos tienden a presentar efectos variables en modelos
animaies. De los diversos subtipos de receptores serotonérgicos identificados en el
cerebro, al menos el 5-HT;a. 5-HT1¢2 ¥ 5-HT3 han sido implicados en la ansiedad
(Barret & Vanover, 1993).

Numerosos estudios han permitido establecer que el sistema serotonérgico esta
también implicado con los procesos que subyacen al aprendizaje y a la memoria
(Altman & Normille, 1988; Ogren, Johanson & Magnusson, 1985). Los datos sugieren
que el incremento en la neurotransmision serotonérgica deteriora la adquisicion y la
retencidon de respuestas de evitacidon de una via, mientras que su decremento
aumenta la adquisicion (Ogren, 1982). 7

Concretamente Beninger (1989) ha argumentado que el neurctransmisor serotonina
puede jugar un papel en la modulacién de entradas perceptuales y posiblemente en

la modulacion de ia fortaleza de las sinapsis mediando el aprendizaje de asociacién
entre estimulos,
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Desafortunadamente, relativamente pocos estudios han sido destinados al estudio
del posible efecto sobre memoria de ansioliticos de tipo no benzodiazepinico
(Hamon, 1994). Sin embargo, datos en animales claramente muestran que la
buspirona, el agonista parcial de receptores 5-HT,4 también interrumpe la adquisicion
y la retencion en aprendizaje de evitacion (Venault, et al., 1986), dirigiendo el asunto
hacia un inevitable enlace entre ansiedad, memoria y aprendizaje. Ademas, en
contraste con los ansioliticos, drogas ansiogénicas como los B-carboniles,
promueven la capacidad de aprendizaje en ratas (Bass, Means, & McMillen 1982).

Se conoce que la buspirona, junto con un nimero de compuestos relacionados como
la gepirona e isapirona, tienen propiedades agonistas o agonistas parciales para
receptores 5-HTqa en el hipocampo (Rowan & Anwyl, 1986; Andrade & Nicoll, 1987),
una regién del cerebro ia cual es considerada de principal importancia en la
ejecucién de ciertas pruebas de aprendizaje y memoria las cuales son sensibles a
otras drogas ansioliticas (McNaughton & Morris, 1987). Es ademas de interés
practico y tecrico estudiar los efectos de buspirona sobre una variedad de pruebas y
aprendizaje y memoria, especialmente aguellas las cuales se conoce son afectadas
por ofros ansioliticos.

Rowman, Cullen & Moulton (1990) realizaron un experimento donde la administracion
de dosis de 0.5, 1.0 y 2.0 mg/kg (ip) de buspirona no afectd la actividad exploratoria
de ratas, en un medio ambiente novedoso, mientras que la buspirona a 1.0y 2 .0
mg/kg deteriord la recuperacion de la ejecucion (24 horas después) de una tarea de
evitacidn pasiva (I=0.5 mA/5 s) cuando las dosis se administraron 30 min antes de
entrenamiento y antes de |la sesion de prueba o 30 min antes de la sesidn de prueba
Unicamente, pero no cuando estas dosis se administraron antes del entrenamiento
unicamente. También en este estudio encontraron evidencia sobre un posible efecto
amnésico de buspirona (2.0 mg/kg)} sobre la adquisicion y los ensayos de prueba en
la tarea de navegacion espacial; donde la latencia durante el entrenamiento para

encontrar una plataforma de escape sumergida en un laberinto de agua fue
incrementada.
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En oftro estudio Bass, Means & McMillen (1992) evaluaron los efectos de la
buspirona, aqui los resultados sugieren que dosis de 1.0, 3.0 y 10 mg/kg deterioran
la conducta de escape en una tarea de memoria de trabajo en un laberintc de agua.
Dada la implicacion del sistema serotonérgico sobre los procesos mnemonicos, otra
aplicacion clinica potencial para los antagonista selectivos 5-HTqia es en el
tratamiento de la demencia (Fletcher, Cliffe, & Dourish, 1993). Biopsias de muestras
obtenidas de pacientes con enfermedad de Alzheimer indican que las neuronas
neocorticales criticamente dafiadas son células piramidales cortico-corticales que
usan glutamato como un neurotransmisor. La degeneracion de estas neuronas en la
enfermedad de Alzheimer conduce a un déficit en la neurotransmision excitatoria
glutamaérgica. Esta deficiencia puede ser parcialmente corregida por el uso de
antagonistas 5-HTia que podrian incrementar la transmision de glutamato por
inhibicidn de la accidn ténica hiperpolarizante de 5-HT endédgena a receptores 5-HT1a
localizados sobre las neuronas piramidales que contienen glutamato (Francis & Sims,
1993 en Fletcher, Cliffe, & Dourish, 1993).

Esta posibilidad terapéutica es particularmente atractiva en vista del encuentro que
hay una alta densidad de receptores 5-HTis sobre neuronas piramidales
neocorticales en humanos, las cuales se cree son glutamatérgicas (Bowen, 1990 en
Fletcher, Cliffe, & Dourish, 1993), y las evidencias de los estudios post-mortem han
demostrado una peérdida significativa de sitios de enlace corticales a receptores 5-
HTia en la enfermedad de Alzheimer (Bowen, 1989 en Fletcher, Cliffe, & Dourish,
1993).

Por otro lado, Hamon (1994) ha sefialado que puesto que las mismas estructuras
limbicas (amigdala, hipocampo y septum) estan implicadas tanto en la ansiedad
como en la memoria, es probablemente ilusorio esperar ansioliticos sin efectos sobre
la cognicion en humanos.

AGENTES ANSIOLITICOS Y UTILIZACION DE PRUEBAS ANIMALES

Los agentes ansioliticos, también llamados tranquilizantes menores, han sido

definidos en un sentido general como una serie de compuestos utilizados para el
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tratamiento de la ansiedad humana. E! estado de ansiedad se caracteriza por
hiperactividad, con elevacion de la presién sanguinea y de la tasa cardiaca,
incremento de la sudoracion, y resequedad de boca y garganta, puede presentarse
dolor gastrointestinal, tension muscular, vértigo; y a veces va acompafiada de
estados afectivos y cognoscitivos de incremento de vigitancia, inquietud, distraccion y
aprehension, ia fatiga motora e insomnio son comunes.

Aunque los barbitdricos fueron frecuentemente usados para el tratamiento de tales
sintomas, e! primero de los agentes quimicos especificos que han sido utilizados
para el tratamiento de los pacientes ansioliticos fue el meprobramato. El problema de
las terapias con barbitdricos y meprobramato fue e desarrollo de tolerancia después
de su uso continuo, el sindrome de retiro después de suspender su uso, y la
depresion respiratoria que se presenta a dosis que no fueron demasiado lejos de las
dosis efectivas terapéuticamente. Durante los 60 las benzodiazepinas
(clordiazepdxido, diazepam) llegaron a reemplazar a los barbitdricos y al
meprobramato como las drogas de eleccion en el tratamiento de la ansiedad,
principaimente porque fueron relativamente seguras comparadas con los
compuestos anteriores (Green, & Hodges, 1991; Treit, 1985). La cuantificacidon del
efecto sobre el comportamiento ansioso puede llevarse a cabo a través de ciertos
patrones de medida en los animales de experimentacién, tales como la actividad
micrrelajante, Ia actividad anticonvulsivante o el efecto anticonflicto entre otros. La
prueba de Geller es una prueba de conflictc muy empleada, en la cual el
comportamiento de las ratas (obtener alimento) resulta inhibido por el castigo
{choque eléctrico cuando se aproximan a la comida), hasta que finalmente las ratas
dejan de alimentarse. Las benzodiazepinas producen un efecto desinhibitorio sobre
dicha conducta de evitacidon, aumentando las respuestas, que son a la vez
castigadas y recompensadas (Bueno, Sabanes, Salvador & Gascon, 1985).

Dos ansioliticos seran usados en este estudio, el diazepam y la buspirona. El
diazepam, una benzodiazepina, es un medicamento dos o tres veces méas potente
que el clordiazepdxido y actia principalmente sobre el sistema limbico (nucleo

amigdalino, hipocampo y septum). Tiene gran valor para aliviar la ansiedad, la
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tensién, la inquietud y la excitacion psicomotriz. Como relajante muscular, se ha
utilizado en casos de espasmo post-traumatico, esclerosis multiple, disquinesia tardia
y parkinsonismo. En crisis fobicas o de panico, es el medicamento de eleccion
(Uriarte, 1988). La buspirona, un miembro del N-alquil-sustituido aril-piperacina,
tiene actividad ansiolitica comparable al diazepam, clorazepate, alprazolam vy
lorazepam aunque estructuralmente no esta relacionado a las benzodiazepinas. En
contraste con los efectos farmacolégicos comunes de las benzodiazepinas, la
buspirona carece de propiedades hipnoticas, anticonvulsivas y musculo relajantes de
aqui que ha sido etiquetada como ansioselectivo (Bass, Means & McMillen, 1992).
No produce ataxia ni hipoactividad y como no muestra actividad en el receptor
GABAérgico ni en el benzodiazepinico, no presenta tolerancia cruzada. Tiene
afinidad con los receptores dopaminérgicos presinapticos, y en dosis elevadas,
muestra una leve actividad neuroléptica. También incrementa la actividad
noradrenérgica (Uriarte, 1988). Aunque hay evidencia sustancial indicando que la
buspirona y otras aril-piperazinas no poseen la habilidad de las benzodiazepinas
para producir los efectos colaterales antes mencionados, |a literatura esta carente de
informacion sobre los posibles efectos de estos compuestos sobre aprendizaje y
memoria (Bass, Means & McMillen, 1992).

MODELOS ANIMALES PARA EL ESTUDIO DE AGENTES ANSIOLITICOS

Los compuestos ansioliticos tienen una variedad de efectos conductuales
razonablemente distintivos. Sin embargo, Unicamente pocos de estos efecios, han
servido de base para intentar desarrollar modelos animales para evaluar la accion de
drogas ansioliticas. Los fendmenos basicos que los investigadores han intentado
usar como fundamento para los modelos de fa accién de drogas ansioliticas pueden

ser agrupados en tres categorias (Treit, 1985):
A) Modelos basados sobre los efectos de ansioliticos probados sobre

reacciones animales simples o “incondicionadas”: efecto sobre el estereotipo

inducido por anfetaminas, efecto sobre reacciones de estrés somatico, efecto sobre
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tono muscular, efecto de ataques inducidos por pentilen-tetrazol (PTZ), efectos sobre
conducta agresiva, efectos sobre conducta consumatoria, efectos sobre conducta

exploratoria y efectos sobre conducta social de roedores.

B) Modelos basados sobre los efectos de ansioliticos en paradigmas de
aprendizaje animal tradicional: efectos sobre respuesta emocional condicionada
(CER), efectos sobre respuestas de evitacién condicionada (pasiva y/o activa),
efectos sobre conducta castigada: prueba del conflicto de Geller, efecto de PTZ
sobre la discriminacién.

C) Modelos basados sobre los efectos de ansioliticos sobre formas de
aprendizaje aversivo “preparadas” filogenéticamente: efecto sobre aversion

condicionada al sabor, efecto sobre condicionamiento de enterramiento defensivo.

Puesto que en la metodologia de este estudio se emplea el paradigma de evitacion
inhibitoria se hara una descripcién mas detallada de este procedimiento cuando se
emplea para evaluar los efectos de drogas ansioliticas.

A pesar de la rapidez y simplicidad de! uso de sujetos no entrenados para el estudio
de agentes ansioliticos (modelos basados sobre reacciones animales simples o
incondicionadas), muchos investigadores han elegido el uso de animales entrenados
en paradigmas de aprendizaje tradicional (condicionamiento  clasico,
condicionamiento instrumental). En estos paradigmas la aversién al choque electrico
o el reforzamiento por alimento son usados tipicamente para condicionar la
respuesta de prueba. La eleccion de paradigmas de condicionamiento tradicional
parece estar guiada por dos intereses. El primero es que debido al uso de animales
bien entrenados, |a variabilidad dentro del sistema de prueba puede ser reducido, de
este modo proveen una prueba mas confiable de efectos ansioliticos. El segundo
interés es por alguna concordancia, en términos de estimulo aniecedente ©

respuestas subsecuentes, entre la prueba animal y la ansiedad clinica.
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LA RESPUESTA DE EVITACION COMO MODELO PARA EVALUAR ANSIEDAD.
Evitacién Pasiva (o Inhibitoria) y Activa

La evitacion inhibitoria, un paradigma ampliamente utilizado en estudios de memoria
(Gold, 1986), es también un modelo de ansiedad. En evitacion inhibitoria el animal es
castigado con choque para hacer una respuesta, usuaimente locomocion o pasar
hacia abajo desde una plataforma elevada. Cuando el animal es nuevamente
colocado en el aparato, la respuesta es inhibida. La evitacién pasiva depende en
condicionamiento clasico de un estimulo aversivo secundario, por ejemplo aprende la
asociacion entre un EC continuo (contexto) o discreto (luz, sonido) y el choque, y la
adquisicién de una contingencia instrumental entre la respuesta y el choque. Los
ansioliticos desinhiben respondientes castigadas en tareas de evitacion pasiva, y en
un completo analisis Gray (1982) concluye que su accién es sobre el control de
inhibicién conductual por sefales aversivas secundarias, més que scobre respuestas
contingentes al choque (Gray, 1982 en Green &Hodges, 1991).

Este andlisis es particularmente fuerte (o I6gico) cuando se extiende a efectos de
drogas ansioliticas sobre tareas en las cuales un animal tiene que responder
activamente para evitar un choque. En tareas de evitacién activa de una via, un area
presenta siempre el chogue y otra drea es siempre el espacio seguro. El animal
adquiere la asociacion entre el EC y el El (choque), aprende ademas a anticipar el
choque, y responde consiguientemente. En ia tarea de dos vias (evitacion shuttle), el
animal ha de ir y venir repetidamente de un lado ai otro de la caja pues el area de
chogque y la segura son constantemente revertidas. Los sujetos experimentados
pueden ademas evitar el chogque Unicamente por la aproximacion de la sefial que
previamente ha sido asociada con el choque (Gray, 1982 en Green & Hodges, 1991).
Aungue las tareas de evitacién pasiva y activa son complejas y estan influidas por
manipulaciones farmacolégicas y de procedimiento, e! nivel de control experimental
posible, el extenso contexto tedrico, y su papel como principales ejemplos de los
efectos inhibitorios de estimulacion aversiva (mediados a fravés del “miedo’
condicionado o la “ansiedad”) las hacen valiosas en el andlisis de psicofarmacologia
de ansioliticos (Green & Hodges, 1991).
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E! procedimiento de evitacion inhibitoria puede considerar un solo ensayo 0 bien
ensayos muitiples. El procedimiento de evitacion inhibitoria con ensayos multiples
puede presentarse con las siguientes variantes: evitacién inhibitoria en ensayo
continuo y evitacion inhibitoria en ensayo discreto. Las diferencias
metodoldgicas de estas variantes les confieren rasgos importantes. En el
entrenamiento en ensayo continuo la puerta de la camara de evitacién nunca es
cerrada, es decir se encuentran en comunicacién permanente los compartimentos A
y B (area segura o de iuz y de castigo u obscura respectivamente) de la camara
durante la administracién del choque, permitiéndole a los sujetos experimentales la
oportunidad de escapar a este estimulo aversivo regresando al compartimento de
luz. Es asi como este procedimiento de ensayo continuo presenta tanto el
componente de escape como el de la evitacidén. En el procedimiento de ensayo
discreto la puerta permanece cerrada durante la administracion del choque de tal
manera que a diferencia del procedimiento anterior la longitud del chogue es
controlada por el experimentador, ocasionando de esta manera que en el
procedimiento de evitacion inhibitoria en ensayo discreto no se encuenire presente el
componente de escape. Decker y colaboradores sefialan que el procedimiento de
evitacién inhibitoria en ensayo mdltiple permite un andlisis mas detallado del
desarrolio de los procesos de adquisicién y de los procesos de almacén de memoria
{Decker, Tran & McGaugh, 1990, Waddingtong & Olley, 1977). La administracién de
sustancias ansioliticas antes del entrenamiento desinhibira la respuesta de evitacion,
lo que provocara que los sujetos experimentales registren latencias cortas durante
los ensayos de la etapa de entrenamiento del procedimiento de evitacion inhibitoria.
El andlisis de las latencias de retencion registradas durante la prueba, después de un
intervalo de tiempo ahora sin la administracion de las drogas, permitira evaluar su
efecto sobre la memoria. Por otro lado, el nimero de ensayos requeridos para
alcanzar el criterio durante la etapa de entrenamiento, serd una manifestacion del

efecto de los farmacos sobre el grado de adquisicidn de la tarea de evitacion.
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JUSTIFICACION

Los resuitados descritos a lo largo de este capitulo muestran que hay un amplio
cuerpo de informacién que apoya el punto de vista de que los procesos de
aprendizaje/memoria y ansiedad pudieran estar intimamente relacionados, sin
embargo, otros hallazgos parecen indicar que se trata de procesos independientes.
Esta situacion deja claro que son necesarias diversas investigaciones que viertan
mas informacién para poder establecer cual es la participacion de los diferentes
sistemas neuroquimicos y la interaccién de éstos en los / procesos de
aprendizaje/memoria y la ansiedad, contribuyendo a esclarecer las inconsistencias
que hay al respecto.

Por un lado se apunté que en algunos estudios con animales experimentales la
escopolamina, antagonista muscarinico colinérgico y el diazepam, una
benzodiazepina, producen deficiencias en la memoria anterégrada (Waddingtong &
Olley, 1977; Overstreet, 1984; Thiebot, 1985) pero que por lo general se ha fallado
en demostrar amnesia retrograda con administracion de diazepam despues del
entrenamiento (Cahill, Brioni & lzquierdo, 1986; Jensen, Martinez, Vasquez, &
McGaugh 1979; Thiebot, 1985). Duka y colaboradores (1987) llegan a proponer que
la interferencia de las benzodiazepinas con los procesos aprendizaje/memoria pueda
ocurrir via reduccion de la excitacion durante la sesion de enirenamiento; pues se
conoce que diferentes drogas que incrementan la excitacién o ansiedad producen
una mejora en el aprendizaje y subsecuente retencion (Duka, 1987 en Lal, Kumar, &
Foster, 1988; McGaugh, 1973; Venault, et al., 1986). Concretamente, se llega a
proponer que ademas de su efecto ansiolitico, las benzodiazepinas, podrian tener un
papel adicional relacionado con la modulacién de los procesos de memoria y/o
aprendizaje (Lal, Kumar & Foster, 1988).

Hay investigaciones que sugieren que el deterioro de la memoria por
benzodiazepinas se debe a la activacion de receptores GABAérgicos tipo A en la
amigdala (Da Cunha, Huang, Walz, Dias, Koya, Bianchin, Pereira, lzquierdo &
Medina, 1991; lzquierdo, Da Cunha, Huang, Walz, Wolfman & Medina, 1990 en
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Tomaz, Dickinson-Anson, McGaugh, Souza-Silva, Viana & Graeff, 1993). Otras
investigaciones destacan que el tipo de memoria en el que esta implicada esta
estructura (complejo amigdaloide) es la memoria de base emocional (Cahill &
McGaugh, 1990; LeDoux, 1993) por lo que se ha llegado a plantear que los sistemas
cerebrales implicados en la ansiedad y en la modulacion de la memoria estan
extensivamente traslapados (Tomaz, Brand&o & Garcia-Carrasco, 1992; Tomaz,
Dickinson-Anson, & McGaugh, 1991; Tomaz, Dickinson-Anson, & McGaugh, 1992;
Tomaz, et al., 1993). Sin embargo algunos estudios (McNamara & Skeleton, 1993)
apuntan en ofro sentido, pues la administracién intracraneal del agonista
benzodiazepinico, clordiazepéxido, reveld una especificidad neuroanatémica para las
acciones amnésica y ansiolitica de este agente; por lo que estos investigadores
proponen que las acciones amnésicas y ansioliticas del clordiazepdxido son

independientes.

Igualmente, en este capitulo se expuso informacién que permitio establecer que el
sistema serotonérgico esta también implicado con los procesos que subyacen ai
aprendizaje y a la memoria (Altman & Normille, 1988; Ogren, Johanson &
Magnusson, 1985), sugiriendo que el incremento en la neurotransmisiéon
serotonérgica deteriora la adquisicién y la retencion de respuestas de evitacién de
una via, mientras que su decremento aumenta ia adquisicién (Aitman & Normile,
1988; Briley, 1990; Costall & Naylor, 1992; Decker & McGaugh, 1991; McEntee &
Coack, 1991; Ogren, 1982). Concretamente, Beninger (1989) ha argumentado que el
neurotransmisor serotonina puede jugar un papel en la modulacion de entradas
perceptuales y posiblemente en la modulacidn de la fortaleza de las sinapsis
mediando el aprendizaje de asociacion entre estimuios. Se hizo referencia a que la
administracion de buspirona deteriora la memoria de trabajo (Bass, Means &
McMillen, 1992), la recuperacion de una tarea de evitacion inhibitoria asi como la
adquisicion y los ensayos de prueba de una tarea de navegacion espacial (Rowman,

Cullen & Anwyl, 1990). Ya se indico que para Hamon (1994) sera ilusorio esperar
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ansioliticos sin efectos sobre la cognicién humana, dado que las mismas estructuras

limbicas estan implicadas tanto en la ansiedad como en fa memoria.

La informacion vertida, también destacé que el procedimiento de evitacion inhibitoria
es uno de los modelos que principalmente se ha empleado para evaluar el efecto de
los farmacos sobre los procesos mnemodnicos, y como éste lleva implicito un
componente aversivo (choque eléctrico) capaz de generar ansiedad en los sujetos
experimentales, también resulta (til en la evaluacion de drogas ansioliticas. La
posibilidad de este procedimiento para lograr un analisis mas detallado de sus
efectos cuando se implementa en ensayo muitiple, asi como las ventajas de un
mayor control de variables conductuales en su modalidad de evitacidon en ensayo
discreto también fueron destacadas; por lo que se decidié emplearle en esta
investigacion con la finalidad de que permita esclarecer la participacion de diferentes
sistemas neuroquimicos (acetiicolina, acidc gamma amino butirico y serotonina) en
los procesos de aprendizaje/memoria y su relacion con la ansiedad; por lo que en
este estudio se ha planteado los siguiéntes objetivos.

OBJETIVO GENERAL:

+ Proporcionar informacién sobre el papel de los antagonistas GABAgérgicos
picrotoxina y bicuculing, y de los ansioliticos diazepam y buspirona sobre
los procesos de aprendizaje/memoria y ansiedad empleando el
procedimiento de evitacidn inhibitoria.

OBJETIVOS PARTICULARES:
1. Determinar el efecto de la administracién post-entrenamiento de diazepam

y buspirona (2.0 y 4.0 mg/kg) en una tarea de evitacion inhibitoria de un
ensayo.
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2. Evaluar el efecto de la preadministracién de 2.0 mg/kg de bicuculina y
picrotoxina (ansiogénicos), de 2.0 mg/kg de diazepam y buspirona
{(ansioliticos) y de 8.0 mg/kg de escopolamina sobre una tarea de evitacion
inhibitoria de ensayo mdltiple.

3. Evaluar la presencia de aprendizaje ligado a estado con la administracion
de estos farmacos.

4. Determinar el efecto que los ansioliticos diazepam (2.0 mg/kg) y buspirona
(2.0 mg/kg) ejercen sobre la actividad motora de los sujetos.
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CAPITULO 4
MATERIALES Y METODOS

Para cumplir con los objetivos anteriores la metodologia de trabajo se desarrollo

considerando los siguientes experimentos:

1)

2)

3)

4)

Evaluacion del efecto de los ansioliticos diazepam y buspirona administrados
cada uno en dosis de 2.0 0 4.0 mg/kg después del entrenamiento de una tarea
de evitacién inhibitoria de un ensayo.

Evaluacion del efecto de antagonistas GABAérgicos (bicuculina 2.0 mg/kg vy
picrotoxina 2.0 mg/kg) y drogas ansioliticas (diazepam 2.0 mg/kg y buspirona
2.0 mg/kg) asi como de escopolamina (8.0 mg/kg) cuando se administran
antes del entrenamiento en una prueba de evitacidon inhibitoria de ensayo
muitiple.

Evaluacion de la presencia de aprendizaje ligado a estado con la
administracion de antagonistas GABAérgicos (bicuculina 2.0 mgkg v
picrotoxina 2.0 mg/kg), de drogas ansioliticas (diazepam 2.0 mg/kg vy
buspirona 2.0 mg/kg) y de escopolamina (8.0 mg/kg).

Determinacion del efecto que las drogas ansioliticas diazepam (2.0 mg/kg) vy
buspirona (2.0 mg/kg) ejercen sobre la actividad motora de los sujetos.

METODO GENERAL

Sujetos

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar, con peso entre 250 y 300 g al inicio del
experimento. Estos sujetos (Ss) provenian del bioterio de la ENEP-iztacala y fueron
transportados al laboratorio y mantenidos en cajas individuales en condiciones

controladas de temperatura y con un periodo de luz-oscuridad de 12 h y con libre
acceso a comida y agua.



Drogas

Se emplearon las siguientes sustancias hidrobromuro de escopolamina (Es, 8.0
mg/kg), bicuculina {Bi, 2.0 mg/kg), picrotoxina (Px, 2.0 mg/kg), diazepam (Dz, 2.0 0
4.0 mg/kg) y buspirona {Bu, 2.0 0 4.0 mg/kg), todas ellas de los labotatorios Sigma.
Fueron disueltas en un vehiculo de solucion salina al 0.9% (Sa) y se administraron
por via intraperitoneal (i.p.) en un volumen de 1.4 mikg 30 minutos antes de la
sesion de entrenamiento o 30 minutos antes de la sesion de prueba dependiendo de
los tratamientos.

Aparatos
Prueba de Evitacion Inhibitoria

Las sesiones de entrenamiento y retencion para la prueba de evitacién de un ensayo
y/o ensayo multiple (en la variante de ensayo discreto que permite omitir el
componente de escape y por 1o tanto controlar la duracion del choque) se realizaron
en una camara de evitacion inhibitoria modelo Gémini constituida por dos
compartimentos. El compartimento A o de seguridad (iluminado), y el compartimento
B (obscurc) o de castigo que permitié que los sujetos recibieran un choque eléctrico.
Estos compartimentos estaban separados por una puerta de guillotina que se
cerraba en el momento en que el animal entraba al compartimento obscuro. El
aparato conté con un software para el registro automatico de tas latencias de
evitacion. La camara se evitacion estaba provista de ruido blanco y localizada dentro
de un cuarto obscuro.

Prueba de Actividad Motora
Para el registro de la actividad motora de los animales se utilizd una caja de acrilico
negro de 50x50x25 cm a cuyas paredes se localizaban un par de lineas de
fotoceldas que permitieron el registro de la interrupcidén de los haces de luz por
unidad de tiempo dependiendo de los movimientos que realizaba el animal. La linea
de fotoceldas ubicada en la parte inferior de la cdmara, registro la actividad motora
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horizontal y la linea de fotoceldas iocalizada en la parte superior de la camara
permitid el registro de la actividad motora vertical de los sujetos.

Procedimiento
A) Prueba de Evitacion Inhibitoria de un ensayo

En el primer dia de entrenamiento o sesion de adquisicién, cada sujeto se introdujo al
compartimento A. Diez segundos después se abrié la puerta de guillotina y se midié
el tiempo (latencia de adquisicién) en que cruzaban y tocaban con las cuatro patas el
piso del compartimento B. En ese momento se cerraba la puerta y se administraba
un choque eléctrico (I=1.5 mA/5s). Transcurridos 10 segundos, el animal fue retirado
del compartimento de castigo y cinco minutos después recibid por via intraperitoneal
(i.p.) el tratamiento correspondiente (los farmacos y sus dosis se especifican en el
experimento 1). Veinticuatro horas después, en a prueba de retencion, cada uno de
los animales fue introducido nuevamente en el compartimento A de la camara y se
registré6 el tiempo que tardaron para pasar al compartimento B (latencia de
retencién). Si el sujeto no cruzaba en 600 s se daba por terminada la sesion. En esta

ocasion no se suministré choque cuando los animales pasaron al compartimento B.

B) Prueba de Evitacion Inhibitoria de ensayo mdlfiple (en su variante de
ensayo disctreto)
La prueba de evitacién inhibitoria de ensayo muitiple se realizd en ia misma camara
Gémini donde se llevd acabo la prueba de evitacion inhibitoria de un ensayo. Los
animales fueron sometidos a una sesion de entrenamiento (Dia 1) de diez ensayos
discretos consecutivos, es decir, se garantizé que el animal recibiera el choque por
espacio de un segundo cerrando la puerta entre ambos compartimentos una vez que
el animal cruzoé al de castigo. La duracién de cada uno de los diez ensayos fue de
180 segundos y la intensidad del choque eléctrico suministrado a los animales
cuando pasaron al compartimento obscuro fue de 0.25 mA por espacio de un
segundo. Durante las sesiones de prueba a las 24 y 48 horas (Dia2 y Dia 3), la
retencion también se evalud sometiendo a los sujetos en cada ocasion, nuevamente
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a 10 ensayos consecutivos de la misma duracion que el dia anterior. Los detalles de
este procedimiento se describen en los experimentos I y Ill. Las latencias de
adquisicién y las latencias de retencién, asi como el nimero de ensayos que cada
animal requirid para alcanzar el criterio {permanecer en el compartimento seguro 5-
ensayos consecutivos) asi como el nimero de errores que cometieron los sujetos en
cada uno de los tres dias fueron registrados para realizar el analisis estadistico
posterior.

C) Prueba de Actividad Motora
La prueba de actividad motora en cada uno de los sujetos se llevd a cabo
colocandolos en la camara de actividad 25 minutos después de que se les adminisird
por via intraperitoneal cada uno de los tratamientos (los farmacos y sus dosis se
especifican en el experimento 4).' El registro automatico de la actividad motora

horizontal y vertical se realizo a intervalos de 5 minutos y la prueba tuvo una duracion
total de 40 minutos.

Anélisis estadistico
Prueba de Evitacion Inhibitoria de un ensayo
Las latencias de retencion se analizaron con la prueba estadistica paramétrica de

'ANGVA de una via y con la prueba post-hoc Duncan para detectar las diferencias
entre los grupos.

Pruebas de Evitacién Inhibitoria de ensayo multiple
Las latencias de retencidén obtenidas durante la evitacién en ensayos multiples, se
analizaron con un ANOVA de medidas repetidas en un disefic mixto 7X3X10
(drogaXdiaXensayo), lo que permitid detectar a lo largo de los ensayos vy los dias la
presencia de diferencias significativas para los efectos de las drogas. La prueba post-
hoc de Tuckey permitid detectar dénde se presentaron las diferencias. El analisis del

numero de ensayos para alcanzar el criterio y del niimero de errores fue analizado en
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cada caso con un ANOVA mixto de medidas repetidas usando como prueba post-hoc
la de Duncan.

Prueba de Actividad Motora
Los valores de actividad motora horizontal y vertical se analizaron empleando una
ANOVA de medidas repetidas en un disefio mixto de 3X8 (drogaXintervalo de
tiempo), aplicandose la prueba post-hoc de Tukey. Los datos también se analizaron
con una prueba de ANOVA factorial por blogues (3drogaX8tiempoX10repeticion),
post-hoc de Duncan.
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CAPITULO 6
RESULTADOS Y DISCUSION

EXPERIMENTO 1

Como se indicd en el capitulo 3 numerosos estudios con humanos y animales han
evidenciado que el diazepam y otras benzodiazepinas producen principalmente
amnesia anterdégrada (Ghoneim & Mewaldt, 1975; Lister, 1985; Decker, Tran, &
McGaugh, 1990; Overstreet, 1984, Thiebot, 1985, Tomaz, Dickinson-Anson,
McGaugh, Souza-Silva, Viana, & Graeff, 1993; Waddington & Olley, 1977; Warburton
& Wesnes, 1984). Sin embargo, a pesar de que con algunas benzodiazepinas se ha
demostrado que producen amnesia retrégrada (Jensen, Martinez, Vasquez &
McGaugh, 1979; Platel & Porsolt, 1982 en Cahill, Brioni & lzquierdo, 1986), con
diazepam ha sido dificil mostrar este efecto.

Wada & Fukuda (1992) reportaron que la buspirona produce amnesia retrograda,
pero no produce los efectos que sobre memoria anterograda ejerce el diazepam. Sin
embargo, ya fue sefialado por Bass, Means & McMillen {1992) que son necesarios
mas estudios encaminados a evaluar el efecto de buspirona sobre el aprendizaje y la
memoria en animales de experimentacion ademas de que resulta de interés tebrico y
practico estudiar los efectos de buspirona sobre una variedad de pruebas de
aprendizaje y memoria, especialmente aquellas las cuales se conoce son afectadas
por otras drogas ansioliticas (Rowman, Cullen & Moulton, 1990).

Puesto que en el laboratorio ya fue observado el deterioro severo que sobre la
retencion ejercid la administracidon de 8.0 mg/kg de escopolamina cuando este
agente anticolinérgico se administrd después del entrenamiento de una tarea de
evitacion inhibitoria (Duran-Arévalo, Cruz-Morales & Prado-Alcala, 1990; Cruz-
Morales, 1992), y también ya fueron evaluados los efectos de la administracion de
2.0 mg/kg de picrotoxina (no mejord la ejecucidén) o 2.0 mg/kg de bicuculina (produjo
amnesia) después del entrenamiento de evitacidén pasiva, (Cruz-Morales, 1992), en
este experimento se plantea el siguiente



Objetivo:
Evaluar el efecto de la post-administracién de diazepam y buspirona (2.0 y 4.0
mg/kg) en una tarea de evitacion inhibitoria de un ensayo.

Procedimiento:

Prueba de Evitacion Inhibitoria de un ensayo

s Entrenamiento:

Los sujetos de cada grupo (n=10) se introdujeron al compartimento seguro e
iluminado de la cdmara y después de 10 segundos se abrid la puerta de guillotina.
Cuando el animal cruzd al compartimento obscuro, la puerta se cerrd y se adminisird
el choque (1.5 mA con duracién de 5 segundos). Después de 10 s el animal fue
retirado del compartimento de castigo y cinco minutos después recibid por via
intraperitoneal (i.p.) el tratamiento correspondiente: Dz (2.0 o 4.0 mg/kg), Bu (20 o
4.0 mg/kg) o solucién salina al 0.9% (Sa). En el grupo integro (Co) los animales se
sometieron al entrenamiento y no recibieron inyeccion. Una vez aplicado el farmaco
los animales fueron llevados a sus cajas. E! registro de la latencia de adquisicidn
(tiempo transcurrido desde que se abrié la puerta hasta que el animal tocaba con las
cuatro patas el piso del compartimentc B) para cada animal fue automéatico.

s Prueba de retencion:

Veinticuatro horas después en la prueba de retencién cada uno de los animales fue
introducido nuevamente en el compartimento A de la cdmara y se registrd el tiempo
que gasté para pasar al compartimento B (latencia de retencién), si el sujeto no
cruzaba en 600 s se daba por terminada la sesion. En esta ocasién no se suministré
choqgue cuando los animales pasaron al compartimento B.

Resultados:
Los resultados se muestran en el Cuadro 1 donde aparece la media de las latencias

de retencidon (:ESM) obtenidas durante el procedimiento de evitacién inhibitoria de
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un ensayo habiendo administrado 2.0 y 4.0 mg/kg de diazepam o buspirona cinco
minutos después del entrenamiento.

Latencia de Retencién (X)
GRUPO +ESM

CONTROL (sf/inyeccion) 576.0 +16.58

SALINA (NaCl| 0.9%) 572.7 £18.58
BUSPIRONA (2.0mg/kg) 336.8 +81.48 =+
BUSPIRONA (4.0mg/kg) 3721 £93.20 =
DIAZEPAM (2.0mg/kg) 536.6 +57.88
DIAZEPAM (4.0mg/kg) 479.9 +75.21

Cuadro 1. Valor medio de la latencia de retencién en la tarea de evitacion inhibitoria de un ensayo
en ratas (n=10) que recibieron adminisiracion (i.p.) de diazepam y buspirona en dosis de
2.0 y 4.0 mg/kg cinco minutos después de la sesién de entrenamiento (I=1.5 mA/5 s). El * indica
diferencias significativas con respecto a salina Duncan (p<0.05).

Al aplicar la prueba estadistica ANOVA de una via se encontré que existen
diferencias entre las latencias de retencion F(5, 59)=2.556, p=0.038. La prueba post-
hoc de Duncan (p<0.05) sefiald que las diferencias no fueron significativas entre los
animales que recibieron salina y los que no recibieron inyeccion (grupo control), esto
muestra que la inyeccidbn como tal no tuvo efecto. Es importante hacer notar que
estos grupos fueron los que presentaron el valor mas alto en las latencias de
retencion es decir se mantuvieron por mas tiempo en el compartimento seguro de ia
camara. Puesto que no hubo diferencias entre el grupo Co y el grupo que recibié Sa
las comparaciones de los otros grupos se realizaron Unicamente con respecto al
grupo de salina. En este cuadro también se observa que los grupos que recibieron
2.0y 4.0 mg/kg de Bu registraron las latencias de retencién mas bajas siendo estos
vaiores significativamente diferentes con respecto al grupo de Sa (p=0.012 y p=0.032

respectivamente). Sin embargo, los dos grupos de diazepam (2.0 o 4.0 mg/kg) no
presentaron diferencias.
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Discusion:

Puesto que los animales que recibieron buspirona después del entrenamiento
registraron las latencias de retencién mas cortas y se evidencié la presencia de
diferencias significativas, se puede sugerir que las dosis de buspirona aqui
estudiadas dificultaron el proceso de consolidacion de la memoria y por lo tanto
podemos sefialar que bajo un procedimiento de evitacion inhibitoria de un ensayo,
2.0 y 4.0 mg/kg de buspirona provocaron amnesia retrograda, fenémeno que no se
manifestd con la inyeccion de las mismas dosis de diazepam (Fig. 5).

Hallazgos de algunos autores indican que dosis de 5.0 y 10.0 mg/kg de buspirona
administrada (i.p.) después del entrenamiento disminuye el aprendizaje,
especificamente el de una tarea de automoldeamiento donde las ratas aprendieron
dos relaciones: palanca-comida (EC-El) y respuesta-comida (RC-El) (Meneses,
1995). También Wada & Fukuda (1992) encontraron que la buspirona deteriord la
ejecucion en la prueba de una tarea de evitacion pasiva solo con dosis altas (10 y 20
mg/kg). Bass, Means & McMillen, (1992) observaron que la aplicacion crénica de 3.0
mg/kg de buspirona (EDsp necesaria para producir inhibicion de agresion de ratones
macho aislados) por via subcutanea deteriord la habilidad de las ratas para realizar
una tarea de memoria de trabajo. Estos investigadores también encontraron que la
administracion de 1.0, 3.0 y 10.0 mg/kg de buspirona antes de la prueba {escape al
agua), deterioré la habilidad de las ratas para ejecutar también una tarea de memoria
de trabajo (Bass, Means & McMillen, 1992) y este deterioro ocurre en un amplio
rango de dosis de buspirona 1.0, 3.0 y 10 mg/kg. El hecho de que en nuestro trabajo,
dosis de buspirona (2.0 y 4.0 mg/kg) menores a las empleadas por Wada & Fukuda
(10 y 20 mg/kg), fueran suficientes para deteriorar la ejecucion en la prueba de una
tarea de evitacién pasiva, puede explicarse en términos de la via de administracion.
Mientras ellos emplearon la via oral, en el presente estudio la administracién fue por
via intraperitoneal (i.p.); donde la absorcién de la droga es mas rapida. Ya ha sido
reportado, como drogas que se administran por una via que favorece que el farmaco
se absorba mas rapidamente, ejercen un pronunciado efecto superior al producido
por 1a ruta oral (Baird & Hailey, 1973 en Ghoneim & Mewaldt, 1975).
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También los estudios realizados por Bass, Means & McMillen (1992) y por Wada &
Fukuda (1982) muestran que Ia amnesia retrégrada observada con buspirona es
dependiente de la dosis. Sin embargo, las dosis que nosotros administramos en este
experimento no permiten detectar de manera clara si los efectos de amnesia
retrograda observados con la aplicacién de buspirona guardan esa relacion, pues
aln cuando no hubo diferencias significativas entre los efectos de las dosis de
buspirona empleadas, al inyectar la dosis de 4.0 mg/kg hubo un ligero incremento en
las latencias de retencién es decir, el deterioro de la gjecucion fue menor en lugar de
incrementarse con la aplicacidon de una dosis mayor. Por lo que, una evaluacion con
un intervalo méas amplio de dosis permitira establecer de manera mas segura la
forma de la curva.

Contrariamente a lo ocurrido con buspirona, cuando el diazepam se administrd
después del entrenamiento de una tarea de evitacién inhibitoria de un ensayo no se
produjeron déficits cuando la retencién se probé 24 horas después. Estos resultados
son consistentes con io senalado por otros autores quienes han encontrado que este
ansiolitico y en general algunas benzodiazepinas fallan en producir amnesia
retrdgrada en humanos (Ghoneim & Mewaldt,1975 y 1977, Lister,1985) y en
animales (Patel, Ciofalo & lorio, 1980). Informes clinicos no solo ha reportado la
ausencia de efectos retrogrados con la administracidon de diazepam, en algunos
casos se ha sefialado que mejora la retencion (Ghoneim, Hinrichs & Mewaldt, 1984;
Mewaldt, Hindrichs & Ghoneim, 1983) de informacion aprendida antes de la
administracion de esta droga (facilitacion retrégrada). De hecho en nuestros
resultados podemos observar que la administracion de 2.0 mg/kg de diazepam
después de la sesidén de entrenamiento permitié que los animales ejecutaran la
respuesta de evitacion tan bien como los del grupo de salina. Una posible explicacion
ante la ausencia de deterioro y/o mejora en [a ejecucion con la administracion post-
entrenamiento de diazepam ha sido sustentada por Hinrichs, Ghoneim & Mewaldt
(1984), quienes sefialan gue este efecto puede ser consecuencia de la disminucidn
del aprendizaje de nueva informacion presentada después de que la droga tuvo

efecto, es decir, que la disminucién de aprendizaje causa menos interferencia y por
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1o tanto menos olvido del material aprendido antes de que la droga llegara a hacer su
efecto.

Estas evidencias experimentales con diazepam y buspirona sefialadas anteriormente
junto con los resultados de este estudio, sugieren gue 105 procesos que ocurren
subsecuentemente al entrenamiento y que estan implicados en el almacenamiento
de informacién son sensibles a la buspirona (produce amnesia retrégrada) pero no lo
son al diazepam (no produce amnesia retrograda). Asi, pues el deterioro en la
retencién, producido por la administracién de buspirona puede ser el resultado de
una interrupcién de la consolidacién de la memoria porque estas dosis interfieren con
la “actividad reverberante” de un circuito neuronal, ocasionando que los animales
sean incapaces de recordar los hechos que se produjeron antes de Ia administracion
del farmaco.

Los resultados opuestos obtenidos entre la administracién de Dz y Bu (Bu tiene
efectos retrégrados mientras que con Dz éstos efectos no se presentan) bien pueden
explicarse en términos de las diferencias en el tipo de sistema neurotransmisor
implicado para cada farmaco; mientras que las benzodiazepinas facilitan Iia
transmision GABAérgica en el sistema nervioso central via modulacion alostérica
positiva del complejo receptor GABA, (Rao, Santos, Paula & Silva, 1999), la Bu es
un agonista parcial de receptores 5-HT1a postsinapticos y agonista total a receptores
presindpticos de neuronas del rafe dorsai. Sin embargo, estas diferencias también
pueden explicarse en los mismos términos sefialados por Hinvichs, Ghoneim &
Mewaldt (1984). Puesto que la Bu no impide que nuevo material sea aprendido
mientras se esta bajo la influencia de la droga, el aprendizaje de nuevo material se

convierte en una fuente potente de interferencia retroactiva (Postman & Underwood,
1973).
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EXPERIMENTO 2

El diazepam y la escopolamina tienen una caracteristica comun sobre la memoria
humana, y es que parecen ser similares en deteriorar ia adquisicion pero no el
recuerdo de informacion ya aprendida (Ghoneim & Mewaldt, 1975, 1977) y e¢llos
afectan la memoria declarativa, tal como es demostrado en el recuerdo de
informacion factual especifica, pero no interrumpen la memoria de procedimiento tal
como se requiere para la retencién de aprendizaje de habilidad o destreza (Fang,
Hinrichs & Ghoneim, 1987; Nissen, Knopman & Schacter, 1987). También estudios
con animales experimentales apuntan en esa direccion y han proporcionado
evidencia que estas drogas producen deficiencias en la memoria anterdgrada
(Spencer & Lal, 1983; Overstreet, 1984; Warburton & Wenses, 1984; Thiebot, 1985).

Puesto que en los experimentos donde ia escopolamina y el diazepam producen
amnesia anterégrada necesariamente las drogas fueron administradas antes del
entrenamiento, el deterioro que estas producen sobre la memoria, pudo deberse a su
efecto sobre la adquisicién propiamente o también a su efecto sobre la consolidacion.
Con la intencidn de obtener un perfil mas amplio del efecto de estas drogas asi como
de los antagonistas GABAérgicos, picrotoxina y bicuculina y del ansiolitico

serotonérgico, buspirona; en este experimento se tiene como objetivo el siguiente

Objetivo:

Emplear un procedimiento de evitacién inhibitoria en ensayo mdiltiple (10 ensayos
discretos en la sesidn de entrenamiento y 10 ensayos discretos en las sesiones de
prueba a las 24 y 48 horas} para asi poder apreciar y distinguir si la
preadministracidén de picrotoxina y bicuculina (ansiogénicos) y de diazepam y
buspirona (ansioliticos) ejerce sus efectos sobre la adquisicion o sobre el almacén de
memoria. Ademas, es probable que el procedimiento de evitacidén inhibitoria en
ensayo multiple también vierta informacién que permita esclarecer el efecto que
estos farmacos ejercen sobre la ansiedad que se genera en los animales cuando se

someten al choque eléctrico y de esta manera vislumbrar la relacién entre los



sistemas neuroquimicos colinérgico, GABAérgico y serotonérgico con los procesos
mnemodnicos y la ansiedad.

Ya fue precisado en el capitulo 3 que bajo este modelo los efectos que las drogas
ejercen sobre el aprendizaje se haran evidentes en los valores de latencia que
presenten los sujetos a lo largo de cada uno de los ensayos multiples que se reciben
durante la sesidn de entrenamiento (Dia 1): latencias cortas indican deterioro
mientras que latencias largas indican facilitacion. También el nimero de errores y de
ensayos para alcanzar el criterio serén un indice del aprendizaje alcanzado por los
sujetos en cada una de las sesiones. El efecto de estos farmacos sobre la memoria
serd evidente cuando la retencién de la tarea se evalle a las 24 horas (Dia 2) o alas
48 horas (Dia 3) después de la sesion del entrenamiento.

Como en este estudio algunas de las drogas también tienen efecto ansiolitico, éstas
podran desinhibir la conducta de evitacion y los animales tenderan a pasar al
compartimento de choque. Pero como este comportamiento también es interpretado
como déficits en la adquisicién, seréd necesario complementar esta informacién por
un lado, con los valores del niimero de errores que los animales cometen en cada
sesion, y por el otro, con el nimero de ensayos que cada grupo requiere para
alcanzar el criterio. Puesto que el numero de ensayos para alcanzar el criterio,
también nos indica cdmo se distribuyen los errores durante los ensayos de cada
sesion, éste sera un parametro que refleje mas el efecto ansiolitico de la droga. Esto
es, drogas ansioliticas que carecen de efecto sobre el aprendizaje ocasionaran el
registro de latencias largas y pocos errores, porque los animales no tienen dificultad
para adquirir 1a tarea (evitan pasar al compartimento de choque) pero, el numero de
ensayos para alcanzar el criterio sera elevado. Esto significa que aunque los sujetos
presentan durante un intervalo de ensayos, latencias de adquisicidén cercanas o
iguales a 180 segundos, después de éste vuelven a pasar al compartimento B a
recibir el choque. Si este es el caso, se hace evidente el efecto ansiolitico del
farmaco a pesar no deteriorar la adquisicién.
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Sin embargo, cuando la droga ansiolitica también ejerce efecto sobre el aprendizaje
las latencias de adquisicion seran menores a 180 s y el ndmero de errores tenderd a
ser alto y en consecuencia también el nimero de ensayos para alcanzar el criterio
tendera a incrementarse, por lo que en este caso la separacion de ambos efectos se
dificultara en este procedimiento.

Abundante bibliografia indica que 2.0 mg/kg de diazepam, 2.0 mg/kg de buspirona y
1.0 de escopolamina son suficientes para producir efectos anterégrados (Spencer &
Lal, 1983; Oversireet, 1984; Warburton & Wenses, 1984; Thiebot, 1985). Por otro
tado, pocos han sido los trabajos que han evaluado el efecto de fa administracion de
picrotoxina y bicuculina antes del entrenamiento, pefo en un estudio realizado en el
laboratorio, 2.0 mg/kg de picrotoxina o bicuculina inyectados antes del entrenamiento
se mostréd que a bajas intensidades de choque (0.5 mA) estos farmacos provocan
deterioro en la adquisicion de una tarea de evitacién de un ensay¢ tan severo como
el que se obtuvo con la administracion de 8.0 mg/kg de escopolamina (Secundino,
Lopez & Cruz-Morales, 1996). Considerando estos antecedentes, las dosis
empleadas durante el desarrollo de este experimento fueron las siguientes: Es (8.0
mg/kg), Px (2.0 mg/kg) Bi (2.0 mg/kg) Dz (2.0 mg/kg) y Bu (2.0 mg/kg).

Si los ansioliticos desinhiben conductas castigadas (Green. & Hodges, 1981) o
motivadas aversivamente (Conde, Costa &Tomaz,1999), el efecto ansiolitico de Dz y
Bu se hard manifiesto a lo largo de cada uno de los ensayos mditiples del
procedimiento, es decir, (os animales seguiran pasando al compartimento de choque
requiriendo de mayor nimero de ensayos para alcanzar el criterio. Los efectos de
estos farmacos sobre el aprendizaje y la memoria se haran evidentes por un lado, en
el nimero de errores que cometen (menor nimero de errores mejor aprendizaje y
viceversa) y por el otro, en los valores de latencia para cada ensayo (latencias largas
mejor aprendizaje y viceversa) asi como en los valores de la primera latencia que se
registra cuando se repite la situacidén experimental (evaluacién de la memoria) a las
24 horas (Dia 2) y 48 horas {Dia 3) después del entrenamiento.
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Es probable que los efectos que se produzcan sobre la ansiedad de los sujetos
después de la administracion de bicuculina y picrotoxina, sean opuestos a los que
produzcan el diazepam y la buspirona ya que en el caso de las primeras se trata de
drogas ansiogénicas. Ademas, se espera los datos sobre latencia de retencion,
namero de errores y ensayos para criterio que se obtengan durante este
procedimiento de evitacion en ensayo multiple permitan obtener un perfil mas
detallado del efecto de estos farmacos a lo largo del tiempo y por tanto, detectar
diferencias mas precisas de su efecto sobre la ansiedad y los procesos mnemonicos;
con lo que se espera poder establecer alguna relacién enire los sistemas

neuroquimicos GABA, 5-HT y Acetilcolina y los procesos de aprendizaje/memoria y
ansiedad.

a) Latencias de retencion altas y pocos errores en la primera sesion, seran el
reflejo de facilitacién del aprendizaje y viceversa.

b) Latencias de retencion altas y pocos errores en la primera sesién, pero con
amplia distribucion de dichos errores (que se reflejara en un mayor nimero
de ensayos para alcanzar el criterio), reflejaran el efecto facilitatorio sobre
aprendizaje pero también su efecto ansiolitico (los animales siguieron
pasando al compartimento de choque).

¢) Latencias de retencion cortas y alto nimero de errores con bajo niimero de
ensayos para alcanzar el criterio reflejara deterioro en la adquisicion del
aprendizaje producido por las drogas pero sin efecto ansiolitico.

d) Latencias de retencion cortas y alto nimero de errores con elevado
nomero de ensayos para alcanzar el criterio reflejard deterioro en la

adquisicidn del aprendizaje pero se vera enmascarado el efecto ansiolitico
del farmaco.
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Procedimiento:

Los animales se distribuyeron aleatoriamente en grupos independientes de 10 Ss
cada uno. La evitacién inhibitoria se realizé por tres dias haciendo que los animales
recibieran cada dia, diez ensayos consecutivos (cada ensayo tuvo una longitud de
180 segundos). La fase de entrenamiento de los Ss se lievé a cabo durante el Dia 1
y las fases de prueba fueron los Dias 1y 2.

Entrenamiento de la tarea de evitacion en ensayo multiple bajo el efecto de los

tratamientos (Dia 1):
En este Dia 1 los animales de cada grupo (n=10) recibieron por via intraperitoneal
dosis de 2.0 mg/kg de picrotoxina, bicuculina, diazepam o buspirona y 8.0 mg/kg de
escopolamina respectivamente. Otro grupo de animales recibié una inyeccion de
solucién salina al 0.9% y se incluyé un grupo control que no recibié inyeccidn. Treinta
minutos después de la administracion intraperitoneal de los tratamientos los animales
de cada grupo recibieron el entrenamiento de 10 ensayos discretos de la tarea de
evitacién inhibitoria. Cada que los animales pasaron al compartimento de castigo, un
chogue de 0.25 mA con duracién de 1 segundo fue suministrado. Se hizo un registro
automatico de las latencias de adquisicion en cada uno de los 10 ensayos y se
calculd el nimere de ensayos que en promedio cada grupo requiridé para alcanzar el
criterio (permanecieran por 5 ensayos consecutivos en el compartimento seguro), asi
como su nimero de errores.

Retencién de la tarea de evitacién en ensayo multiple sin administracion previa
de tratamientos (Dias 2y 3):
La retencion se evalud al 2° y 3% dia, siguiendo el mismo procedimiento de ensayo
mUitiple, solo que ningun farmaco se administrd. antes de realizar el registro de estas
latencias de retencidon. También aqui se calculdé el nimero de ensayos que los
animales de cada grupo requirid para alcanzar el criterio (permanecieran por 5
ensayos consecutivos en el compartimento seguro) y su nimero de errores.
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Resultados:

Latencias de adquisicion y retencién

La media de las latencias de adquisicién en cada ensayo del Dia 1 se registran para
cada grupo en el Cuadro 2. Los Cuadros 3 y 4 muestran la media de las latencias de
retencidn para cada uno de los ensayos de ios Dias 2 y 3 respectivamente.

Una prueba estadistica de ANOVA mixto de medidas repetidas en un disefio
7(droga)X3(dia)X10(ensayo) mostroé diferencias significativas para el factor droga
F(6, 63)=5.90 p<0.0001; para el factor dia F(2, 126)=90.24, p<0.0001 y para la
interaccion diaXdroga F(12, 126)=6.52, p<0.0001. También hubo diferencias
significativas para el factor ensayo F(9, 567)=239.11, p<0.0001 y para la interaccion
ensayoXdroga F(54, 567)=2,24, p<0.0001.

La prueba post-hoc de Tukey (p<0.05) indicé que durante el Dia 1 (sesidn de
entrenamiento) la primer latencia de entrada (ensayo uno=E,) al compartimento de
castigo, no presentd diferencias significativas entre los grupos. Esto parece indicar
que aunque las drogas se administraron 30 minutos antes del entrenamiento no
ejercieron efecto sobre algun factor motivacional, perceptual 0 motor de los animales.
Durante este y los ensayos restantes los grupos Co y Sa no presentaron diferencias
significativas por lo que las comparaciones de los otros grupos se hacen solo con
respecto al grupo de Sa en cada ensayo.

Del ensayo 2 (E,) al ensayo 10 (Esw) los grupos que recibieron Bi, Dz y Bu no
presentaron diferencias significativas con respecto al grupo de Sa, io que indica que
estas drogas no tuvieron efecto sobre la adquisicién de la tarea. Pero en el E; el
grupo de Px permanecid significativamente mas tiempo en el compartimento seguro
de la camara antes de entrar al compartimento de choque que el grupo de Sa.
Puesto que las latencias del £, pueden considerarse una medida de la inmediata
retencidn, ya que justo antes de este ensayo los animales acababan de recibir el
primer choque, se observa que ademas de una mejora en la retencion inmediata, el
grupo de animales que recibié el tratamiento de Px fue el primero en permanecer ia
longitud maxima del ensayo (180 s) en el compartimento seguro de la camara (Ey).
También se observa que el grupo de Es recibié el choque eléctrico durante los 10
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ensayos de la sesidn es a partir de ‘e'ste E; al Eqo de este dia que las latencias de
adquisicién para el grupo de Es fueron significativamente menores a las del grupo de
Sa, esto significa que la administracién pre-entrenamiento de este agente
antimuscarinico dificultd una buena ejecucion de la tarea.

En la Fig. 6 se muestra la media de la latencia de adquisicién obtenida con cada uno
de los tratamientos durante el dia 1; la ordenada represénta la media de las latencias
de adquisicion en segundos y el eje de las abscisas el nimero de ensayos.

En el Cuadro 3 se registraron los datos de la media de las latencias obtenidos en la
prueba de retencién realizada a las 24 horas (Dia 2) y en la Fig. 7 se muestra la
gréfica correspondiente. Al analizar esos datos la prueba post-hoc de Tukey permitié
detectar que en el £, las diferencias significativas solo se presentaron entre los
grupos de Es y Dz (quienes registran las latencias de retencion mas bajas) con
respecto al grupo de Sa. Pero mientras el grupo de Es se recupera notablemente a
partir del £, (donde dejan de presentarse diferencias significativas entre este grupo y
el de Sa), el grupo de Dz mantiene un deterioro significativo de la ejecucion hasta el
E4 (Cuadro 3 y Fig. 7). Hay que hacer notar que en este dia los animales no
recibieron tratamiento antes de someterse al procedimiento de evitacién inhibitoria.

En el Cuadro 4 se registrd la media de ias iatencias que alcanzé cada grupo duranie
la prueba de retencion efectuada a las 48 horas (Dia 3) y la Fig. 8 la gréfica
correspondiente. La prueba post-hoc indicd que durante este dia no se presentaron
diferencias estadisticas significativas, entre las latencias de retencidn de los
diferentes grupos. A pesar de que los grupos de Es y Dz manifestaron una tendencia
a registrar vaiores bajos de latencia el primer ensayo, la ausencia de diferencias
significativas entre los grupos durante el E; Dia 3 sugiere que todos los animales
recordaron la tarea a las 48 horas de forma parecida a los grupos control. Se observa
que desde el £3 los grupos Co, Sa, Px y Bi alcanzan latencias de 180 segundos.
Ademas de no mostrar deterioro en el recuerdo de la ejecucion, en este dia todos los
grupos registraron latencias de 180 s a partir del Es.
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Namero de ensayos para alcanzar el criterio

En el Cuadro 5 se encuentra registrado, para cada uno de los dias que durd el
experimento el valor medio del nimero de ensayos que requi_rieron las ratas de cada
grupo para alcanzar el criterio (mantenerse en el lugar seguro por 5 ensayos
consecutivos) cuando las drogas se administraron treinta minutos antes del
entrenamiento y en la Fig. 9 se presenta una gréfica de barras donde la ordenada
representa el nimero de ensayos que en promedio cada grupo requiri¢ para alcanzar
el criterio y en el eje de las abscisas se registrd cada uno de los tratamientos.

Para el analisis del nimero de ensayos para alcanzar el criterio se aplicé una
ANOVA de medidas repetidas con un disefio mixto 7(droga)X3(dia). Las diferencias
se presentaron para el factor droga F(6, 63)=6.87, p<0.0001; el factor dia
F(2,126)=50.17, p<0.0001 y en la interaccion diaXdroga F(12, 126)=1.88, p<0.042.
Los datos que arrojd la prueba post-hoc de Duncan {p<0.05) indican que entre los
grupos Co y Sa no se presentaron diferencias significativas en el nimero de ensayos
para alcanzar el criterio por lo que las comparaciones de los otros grupos sélo se
hicieron con respecto al grupo de Sa en cada uno de los diaé. '

En el Dia 1 (entrenamiento) los animales que recibieron Px antes del entrenamiento,
requirieron significativamente de un menor nimero de ensayos para alcanzar el
criterio con respecto a los ensayos requeridos por los animales del grupo de salina.
Estos resultados parecen sugerir que esta droga GABAérgica facilité Ja adquisicion
de la tarea de evitacién. Situacion que no se present6 con Es donde el nimero de
ensayos necesarios para alcanzar el criterio fue de 10, es decir los animales que
recibieron la administracién previa del anticolinérgico se mantuvieron pasando al
compartiménto de choque durante todos los ensayos de la sesion de entrenamiento.
Las drogas Bi, Dz y Bu no presentaron diferencias significativas en el nimero de
ensayos para alcanzar el criterio con respecto al requerido por el grupo de Sa.

Al analizar el nimero de ensayos para alcanzar el criterio en el Dia 2 la prueba post-
hoc de Duncan (p<0.05) mostrdé que a pesar de que en este dia ningtn grupo estuvo

bajo el efecto de los farmacos el grupo que el dia anterior habia recibido Dz treinta
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minutos antes del entrenamiento, sorprendentemente requirié de un mayor numero
de ensayos para alcanzar el criterio que el grupo de salina.

También en el Cuadro 5 se registré el nimero de ensayos que para alcanzar el
criterio requirid cada grupo cuando la retencion fue evaluada a las 48 horas (Dia 3).
En esta ocasién el analisis de varianza mostré que no se presentaron diferencias
significativas entre los grupos.

Niamero de errores

La media del numero de errores que cada grupo cometid en cada uno de los dias,
aparecen en el Cuadro 6. La Fig. 10 muestra en la ordenada el nimero de errores
que en promedio cada grupo cometié en cada uno de los dias y en el gje de las
abscisas se registraron los tratamientos.

Para el andlisis del nimero de errores se aplicd un ANOVA de medidas repetidas
con un disefic mixto 7(droga)X3(dia). Las diferencias se presentaron para el factor
droga F(6, 63)=8.43, p<0.0001; el factor dia F(2,126)=141.9, p<0.0001 y en ia
interaccion diaXdroga F(12, 126)=9.81 p<0.0001.

La prueba post-hoc de Duncan {(p<0.05) indica que entre los grupos Co y Sa no se
presentaron diferencias significativas en el nimero de errores por lo que las
comparaciones de los ofros grupos se hicieron sdlo con respecto al grupo de Sa en
cada uno de los dias. En el cuadro 6 se observa que durante el Dia 1 los gripos de
Px, Bi y Dz presentaron significativamente menor nimero de errores con respecto al
grupo de Sa, mientras que el mayor nUmero de errores lo cometid el grupo de Es.
Durante el Dia 2 el mayor nimero de errores lo cometid el grupo de Dz y para el Dia
-3 todos los grupos cometieron un namero reducido de errores pero los errores del

grupo de Bi fueron significativamente menores, mieniras que relativamente el valor
mas alto lo presentaron los grupos de Es y Dz

Discusién:

Los resultados de este experimento muestran que la tarea que el grupo de Dz habia

adquirido durante el entrenamiento {(en el Cuadro 2 y Fig. 6 se observa que en el Dia
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1 este grupo habia registrado latencias de 180 a partir del £5) no fue recordada en el
E: del Dia 2 (ver Cuadro 3 y Fig. 7) sugiriendo que el Dz produjoc amnesia
anterégrada, es decir, este farmaco impidié que la informacién adquirida en el dia 1
fuese recordada a las 24 horas. También se observa que al iguaf que el grupo de Dz,
el grupo de animales que fue tratado con Es antes del entrenamiento (Dia 1), mostrd
deficiencias para ejecutar la tarea 24 horas después (E; del dia 2), sus latencias de
retencidn tambien fueron significativamente menores a las de los grupos control. Este
deterioro en la ejecucion era de esperarse puestoc que el anticolinérgico habia
impedido la adquisicién de la tarea, es decir la Es también produjo amnesia
anterégrada. Sin embargo, este grupo deja de pasar al compartimento B en el
siguiente ensayo del dia 2 mientras que el grupo de Dz siguidé pasando manteniendo
por 4 ensayos consecutivos un deterioro fuerte en la retencién de la tarea, es decir,
el Dz impide que se consolide la informacién adquirida durante los ensayos del Dia 1
e impide que se almacene nueva informacién.

Hasta aqui, los resultados del experimento 2 hacen evidente que el procedimiento de
evitacién inhibitoria en ensayo muitiple permite distinguir la naturaleza diferente de la
amnesia anterograda que producen el Dz y la Es. Mientras durante el Dia 1 la Es
deteriora la adquisicién de la tarea de evitaciéon en ensayo mltiple, el Dz la facilita,
pero a las 24 horas ninguna de estas drogas psrmite que la tarea sea recordada.

La amnesia anterégrada producida con 2.0 mg de Dz observada en este experimento
€s consistente con los Jatos de otros estudios donde se reporta amnesia
anterégrada en animales experimentales con aplicacién de este agente usando
procedimientos de evitacidn pasiva de un ensayo (Decker, Tran & McGaugh, 1990;
" Venault, Chapouthier, Prado de Carvalho, Simiand, Morre, Dodd & Rossier, 1986), de
ensayos continuos (Decker, Tran & McGaugh, 1990; Wadnington & Olley, 1977) y de
ensayos discretos (Decker, Tran & McGaugh, 1990; Elrod & Buccafusco, 1988).

La adquisicion normal y el deterioro en la retencién encontrada con Dz cuando este
es administrado antes del entrenamiento en ensayo mtiltiple es sorprendente, porque
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esta droga no afecto la retencion cuando se administré inmediatamente después del
entrenamiento de evitacién inhibitoria de un ensayo (Experimento 1). Esto sugiere
que los procesos de consolidacion de la memoria no son susceptibles al efecto del
Dz cuando los animales han sido previamente enirenados, es decir este farmaco no
produce amnesia retrégrada. La presencia de amnesia anterdgrada y la ausencia de
amnesia retrograda con el Dz concuerda con o repertado por Viana, Tomaz & Graeff
(1994) quienes trabajando con el paradigma de laberinto en T elevado, mostraron
que en el componente de evitacidn inhibitoria de este modelo, los animales a los que
se les dio una dosis ansiolitica de Dz antes del entrenamiento, tuvieron completa
amnesia durante la prueba y que inversamente, si [as ratas han adquirido la evitacion
inhibitoria, esta es resistente al diazepam.

La mejora en la ejecucidon que a partir del E5 del dia 2 empieza a presentarse con el
Dz (presenta latencias de retencion altas), puede explicarse en términos del efecto
protector del sobre-entrenamiento que esta implicito en el paradigma de evitacion
inhibitoria de ensayo multiple (Prado-Alcala, 1985).

Por ofro lado, los resultados obtenidos con Es también son consistentes con los
reportados por varios investigadores quienes han cbservado efectos de deterioro en
la adquisicion con la administracion de este antimuscarinico en pacientes humanos
{Ghoneim & Mewaldt, 1975 y 1977; Lister, 1985; Peterson & Ghoneim, 1980) y en
diversas tareas con animales (Bartus, Dean, & Flicker, 1985; Fibiger, 1991;
Overstreet, 1984; Warburton & Wenses, 1984). Este deterioro para Es se sigue
presentando incluso en el primer ensayo del dia 2, pero a partir del £, de este mismo
dia, se observa una mejora en la ejecucion de la prueba de evitacion inhibitoria de
ensayo multiple, la cual se debe a que los animaies ya no estan bajo el efecto de Ia
droga.

Por lo que respecta a los animales que recibieron 2.0 mg/kg de Px o de Bi
(antagonistas del receptor GABA,), se observa que en el E, del dia 1 (que
corresponde a la primer latencia después de la experiencia de choque), la mejora de

la ejecucion solo fue evidente con Px presentando diferencias significativas con
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respecto al grupo de Sa. Estos resultados presentan discrepancia con un estudio
realizado en este laboratorio donde se encontrd que bajo un procedimiento de
evitacion inhibitoria de un ensayo, la administracion intraperitoneal de Px (2.0 mg/kg)
y Bi (2.0 mg/kg) deteriord la adquisicidn a intensidades bajas (0.5 mA/5 segundos),
pero estas drogas no presentaron efecto cuando la intensidad de choque se
incrementd a 2.5 mA/S5 segundos. (Secundino, Lépez. & Cruz-Morales, 1996). Sin
embargo, las inconsistencias anteriores pueden explicarse en términos de las
diferencias en ia intensidad del choque, la duracion del mismo y las caracieristicas
del procedimiento de evitacién empleados en cada protocolo.

Es importante notar que a partir del £; para este dia, Px mantiene valores altos de
latencias de adquisicion, a pesar de que estos valores no presentan diferencias
significativas con respecto al grupo salina. Se puede observar que Bi no presentd
efecto.

Los datos que se obtuvieron con ef ansiolitico Bu indican que su administracidn antes
del entrenamiento no deterioré la ejecucidon de la tarea. Estos resultados estan de
acuerdo con los obtenidos en los experimentos que realizaron Rowan, Cullen &
Moulton (1990) donde se observa que la administracion i.p. de 1.0 0 2.0 mg/kg de Bu
30 minutos antes del entrenamiento no provocaron deterioro en la adquisicion de la
tarea en un procedimiento de evitacidn inhibitoria de un ensayo pero si encontraron
que 2.0 mg/kg de Bu administrados 30 minutos antes del entrenamiento
marcadamente deterioraron la adquisicidn de una tarea de navegacion espacial.
Otros investigadores (Kant, Wylie, Chu & Ghosh, 1998) encontraron que ratas que
recibieron 1.0 mg/kg de Bu (i.p.) 30 minutos antes de exponerse a un laberinto de
agua mostraron baja adquisicion (medida como tiempo de nado para alcanzar la
plataforma de salida y errores cometidos), pero alta dosis de Bu (10.0 mg/kg)
bloquet completamente la adquisicién de esta tarea. Con base en los resultados de
este experimento y los de la literatura se pudiera pensar que el efecto de Bu sobre la
adquisicion dependerd ademas de la dosis, del tipo de tarea que se pretende
aprender, sin embargo investigacidn adicional sera necesaria para probar tal
propuesta,

99



Namero de ensayos y nimero de errores:

La disminucion en el nimero de ensayos para alcanzar el criterio asi como en el
numero de errores permite apreciar que la Px facilité la adquisicion de la tarea (Dia
1), fendmeno que cuando se analizaron las latencias sélo fue evidente en el primer
ensayo. Esto puede explicarse por que en el parametro latencia de adquisicion se
tienen valores tope de 180 segundos, lo que en su conjunto provoca que se
enmascare el resultado estadistico al utilizar media o mediana como medidas de
tendencia central de los datos, por 1o que el analisis adicional de los ensayos y de los
errores nos da mayor claridad del efecto de las drogas sobre el tarea conductual
utilizada.

Aunque en el dia 1 el ndmero de ensayos para alcanzar el criterio con Bi es menor
que el requerido por el grupo de Sa las diferencias no son significativas y por lo tanto
no es claro su efecto facilitatorio. Sin embargo, al analizar el nimero de errores
cometidos por los sujetos bajo la administracion de este farmaco, su efecto
facilitatoric se hace manifiesta y lo mismo ocurre con la Px y el Dz. Cabe aclarar que
esto no se observa cuando se analizan las latencias de adquisicion del grupo de Bi.
Los efectos facilitatorios de Px y Bi, antagonistas GABAérgicos, ya han sido
reportados por el grupo de McGaugh (Breen & McGaugh, 1961; Brioni & McGaugh,
1988), aunque el grupo de Nabeshima ha sefialado efectos opuestos (Nabeshima,
Noda & Kameyama, 1988) y estas inconsistencias se han explicado en términos de
las diferencias en el procedimiento, ia dosis, la intensidad del chogque, ia tarea (Cruz-
Morales, 1992). Por otro lado, también en este dia, el nimero elevado de ensayos
para alcanzar el criterio y el nimero de errores cometidos con la adminisiracion de
Es muestra consistercia con el efecto de deterioro observado cuando se analizo su
latencia de adquisicién. En el Dia 2 solo el grupo de Dz presenté significativamente
mayor numero de ensayos para alcanzar el criterio y nimero de errores con respecto
al grupo de Sa; esto era de esperarse puesto que en ese dia el grupo presenté un
deterioro severo en su ejecucion (amnesia anterégrada). Aungue en el Dia 3 no hubo

diferencias entre los grupos en relacion a su nimero de ensayos para alcanzar el
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criterio, el nimero de errores que cometid el grupo de Dz fue significativamente mas
alto que el de salina.

Las observaciones anteriores nos permiten indicar que pardmetros como el ndmero
de errores asi como el nimero de ensayos para alcanzar el criterio, que solo se
pueden regisirar cuando se somete a los sujetos a procedimientos de ensayos
multiples, nos permitirdn un andlisis mas de tallado del fenémeno y evidenciar
diferencias donde las |latencias a veces no lo permiten.

En la primera parte de este capitulo se establecié que si los ansioliticos desinhiben
conductas castigadas o motivadas aversivamente, podria esperarse que ante la
administracion de estas sustancias 10s animales pueden no presentar deterioro en la
adquisicion de una tarea, y su posible efecto sobre la ansiedad se vera reflejado en
un incremento en el nimero de ensayos para alcanzar el criterio. Ante esta
consideraciéon pareciera que en ¢l Dia 1 los efectos ansioliticos de la Bu se
presentaron levemente pues este grupo fue el que alcanzé los valores mas altos en
el numero de ensayos para alcanzar el criterio. Es decir, a pesar de que bajo el
efecto de esta droga los animales no deterioraron los procesos implicados en la
adquisicion (pues sus latencias y su nimero de errores no difirieron de los del grupo
de Sa), tendieron a pasar mas al compartimento de choque, lo que indica un efecto
desinhibitorio del ansiolitico. Sin embargo, este efecto ansiolitico de Bu no es
contundente pues aungue su numero de ensayos para alcanzar el criterio fue aito, no
resultd significativo con respecto al grupo de Sa. Estos resultados sugieren la
posibilidad de que incrementando la dosis de Bu antes del enfrenamiento, su efecto
ansiolitico en esta prueba conductual seria mas claro. Sin embargo, se ha probado
que la administracion de Bu en un intervalo de dosis de 1.0-20.0 mg/kg incrementa la
conducta de beber agua cuando las ratas se someten a un procedimiento de conflicto
de Vogel, una prueba clasica para actividad ansiolitica (Yamashita, Oishi & Gomita,
1995 en Kant, Wylie, Chu & Ghosh, 1988).

El hecho que dosis bajas (1.0 mg/ kg) de Bu en la prueba de conflicto manifiesten
efecto ansiolitico en comparacion con el efecto débil logrado en el dia 1 con la dosis
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de 2.0 mg/kg de nuestro experimento, puede explicarse en términos de las
diferencias en el modelo animal empleado, estos modelos estan requiriendo la
emision de diferente respuesta lo que los hace que sean diferencialmente sensibles
(Handley & MBlane, 1993a). Otra posibilidad, ante la ausencia de un declarado
efecto desinhibitorio de ia conducta de evitacidon con 2.0 mg/kg de Bu es la necesidad
de la administracién continua del farmaco pues ya ha sido referido que los efectos
clinicos ansioliticos de azapironas Unicamente aparecen después de varios dias o
aun semanas de administracién continua (Scheweitzer & Rickels, 1991 en Viana,
Tomaz & Graeff, 1994); aunque en modeios experimentales de ansiedad en
humanos (voluntarios sanos) se han demostrado los efectos ansioliticos agudos de
azapironas, por ejempio, buspirona aceleré las respuestas de conductancia en piel
ante un estimulo aversivo condicionado (sonido), e ipsapircna atenué el incremento
en ansiedad subjetiva asi como en la presién sanguinea arterial inducidas por hablar
frente a una camara de video (Zuardi, Cosme, Graeff & Guimaraes, 1993 en Viana,
Tomaz & Graeff, 1994. Nuevamente aqui estas discrepancias pueden deberse a la
presencia de multiples mecanismos de ansiedad 5-HT a los que se han referido
Gardner (1985), Handley (1991) y Handley & M°Blane (1991). Estos Ultimos autores
propusieron que mecanismos multiples en un balance inestable, podrian dar cuenta
de la variabilidad de respuestas de drogas 5-HT en el laberintio X-elevado. Graeff
(1988) presentd evidencias para la existencia de un sistema aversivo cerebral (BAS)
en adicién al sistema inhibitorio conductual (BIS) propuesto por Gray (1982). Los
modelos de conflicto pueden presentar rasgos de ansiedad anticipatoria, porque la
evitacion es producida por sefiales que intentan lievar a cabo &l acercamiento hacia
consecuencias potencialmente adversas (Gray, 1982). Graeff (1988) sugirié que la
evitacién pasiva es una funcién del sistema inhibitorio conductual de Gray que se
piensa centrado sobre el hipocampo y es fundamental para el conflicto
aproximacionfevitacion, mientras que la evitacidn activa de un dafio proximo,
componente de una respuesta defensiva fue una funcidn del sistema aversivo
. cerebral, una ruta enlazante de la amigdala, hipotalamo y periacueducto dorsal gris
(Deakin & Graeff, 1991 en Handley & M Blane, 1993b). Otra situacién a considerar
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para explicar |la variabilidad de respuestas de drogas 5-HT es que no se puede
pretender que modelos animales midan o correspondan a los distintos subtipos de
ansiedad en los humanos, de hecho en 1887 DSMHIR reconocic diferentes
desordenes de ansiedad: desdrdenes de ansiedad generalizada, caracterizados
principalmente por ansiedad anticipatoria; desordenes de panico, en los cuales el
deseo de huir llega a ser extremo; desdrdenes fobicos, los cuales estan
caracterizados por aprendizaje de evitacidon esencialmente de circunstancias vy
objetos inocucs; y desOrdenes de estrés postraumatico. El desorden obsesivo-
convulsivo también fue clasificado como desorden de ansiedad (Handley & M°Blane
1993b).

Por otro lado, el numero singificativamente reducido de ensayos para alcanzar el
criterio gue el grupo de Dz requirid durante el dia 1, sugiere que el efecto ansiolitico
de esta droga estuvo completamente ausente o enmascarado por la evidente

facilitacion que el farmaco presenta durante la adquisicion de la tarea de evitacion.
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EXPERIMENTO 3

Hay evidencia experimental (Overton, 1964) que indica que los efectos
farmacoldgicos producidos por una variedad de drogas pueden actuar como un
estimulo condicionado intrinseco a la ejecucion de una respuesta. Asi, la memoria
adquirida en un estado drogado puede ser recordada en el mismo estado drogado
pero noc en un estado diferente. En el experimento 2 las drdgas fueron administradas
antes del entrenamiento, y la prueba de retencion fue conducida sin la administracion
de ellas por o que el deterioro en la gjecucion, observado en el grupo de diazepam,
durante la sesidén de prueba (dia 2) puede ser interpretado como un fendémeno ligado
a estado. Hasta el momento se ha presentado una controversia sobre si los efectos
producidos por el diazepam son ¢ no dependientes del estado drogado del animat,
algunos autores han reportado dependencia de estado para benzodiazepinas
(Nakagawa, lwasaky, Ishima & Kimura, 1993) incluyendo el diazepam (Patel, Ciofalo
& lorio, 1979), mientras que ha sido documentado por otros autores que los efectos
de diazepam sobre los procesos mnemodnicos no esta ligado a dependencia de
estado (Cahill, Brioni & lzquierdo,1986; Viana, Tomaz & Graeff, 1994; Wada &
Fukuda, 1992).

Esta situacion nos llevd a plantear este tercer experimento, en el cual los farmacos
se administraron a cada uno de los grupos antes del entrenamiento (dia 1) y antes de

cada una de las sesiones de prueba {dias 2 y 3}, propeoniéndose el siguiente
A PR AN o o

Objetivo:
Evaluar |a presencia de aprendizaje ligado a estado para los farmacos diazepam (2.0

ma/kg), buspirona (2.0 mg/kg), picrotoxina (2.0 mg/kg), bicuculina (2.0 mg/kg) v
escopolamina (80 mg/kg) en una tarea de evitacion inhibitoria de ensayo mditiple.

Procedimiento:

Entrenamiento y prueba de la tarea de evitacién en ensayo mditipie bajo el
efecto de los farmacos (Dia 1, Dia 2 y Dia 3):



Dosis de 2.0 mg/kg de picrotoxina, bicuculina, diazepam ¢ buspirona y de 8.0 mg/kg
de escopolamina fueron administradas (i.p.) a los animales 30 minutos antes del
entrenamiento (Dia 1) de una tarea de evitacion inhibitoria en ensayo mdltiple a
grupos independientes (n=10). La intensidad del chogue suministradc en el
compartimento obscuro de la camara también como en el Experimento 2 fue de 0.25
mA vy tuvo una duracion de 1 s. La retencién se evalud al 2° y 3¥ dias sometiendo a
los animales nuevamente a 10 ensayos consecutivos de 180 s de longitud y con
aplicacion del choque eléctrico. La diferencia con el Experimento 2 radicé en que 30
minutos antes de evaluar la retencidn del 2° y 3° dia, los sujetos recibieron
nuevamente la administracién intraperitoneal de los farmacos. Como en el
experimento 2, las latencias de retencion fueron registradas para cada ensayo,
también se calculd el numero de ensayos requeridos para que los animales
permanecieran 5 ensayos consecutivos en el compartimento seguro, asi como el

numero de errores cometidos por cada grupo a lo largo de cada uno de los dias.

Resultados:

Latencias de adquisicioén y retencion

La media de ias latencias de adquisicion en cada ensayo del Dia 1 se registran para
cada grupo en el Cuadro 7, Los Cuadros 8 y 9 muestran el valor medio de las
tatencias de retencion en cada uno de los ensayos de los dias 2 y 3 respectivamente.
Después de aplicar a estos datos la prueba estadistica de ANOVA mixto
7{droga)X3(dia)X10(ensayo), se detecté la presencia de diferencias significativas
entre el factor droga F(6, 63)=16.00, p<0.0001, para el factor dia F(2, 126)=1354.67,
p<0.0001 y para la interaccion diaXdroga F(12, 126)=16.69, p<0.0001. También se
presentaron diferencias significativas con el factor ensayo F(9, 567)=141.85,
p<0.0001 y para la interaccién ensayoXdroga F(54, 567)=1.94, p<0.0001.

La prueba post-hoc de Tukey (p<0.05) indico en el dia 1 (ver Fig. 11) la formacién de
sub-grupos semejantes a los obtenidos en el experimento 2, por lo que se puede

intuir en términos generales que cada uno de los tratamientos tuvo efectos similares
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a los descritos en el experimento anterior. Nuevamente un deterioro en la adquisicion
ocasionado por Es, fue evidente pero en esta ocasion dicho deterioro ocurrid durante
toda la sesién y a partir del £,. También se presentd el efecto facilitatorio de la Px
durante el primer ensayo. Cabe sefialar que en esta ocasion se formé un sub-grupo
adicional diferente estadisticamente al grupo de Sa en el ensayo 5, conformado por
Px y Bi quienes presentaron latencias de adquisicion de 180 segundos, lo que pone
de manifiesto el efecto facilitatorio de estas drogas para la tarea.

En la Fig. 12 se muestran los comportamientos de cada uno de los tratamientos
durante el Dia 2. La ordenada representa la media de las latencias de retencidén en
segundos y el eje de las abscisas el numero de ensayos. La prueba de Tukey indicé
que las diferencias sélo fueron significativas durante los ensayos 5, 8 y 9 para el
grupo de buspirona en comparacién con el grupo de salina, lo que se puede
interpretar como deterioro en la ejecucién de la conducta. Se observa gque al
administrar diazepam antes de la prueba de retencidn (Dia 2), dejan de presentarse
los efectos de deterioro que fueron evidentes cuando el farmaco no se administro
previamente (experimento 2).

En la Fig. 13 aparecen las graficas que representan la media de las latencias para
cada uno de los tratamientos contra el numero de ensayo para el Dia 3. Aqui la
prueba post-hoc indicd que no se encuentran diferencias significativas entre fos
grupos, es importante sefialar que los animales que recibieron buspirona 30 minutos
antes de esta prueba siguieron pasando al compartimento de choque a lo largo de

los primeros 6 ensayos.

Namero de ensayos para alcanzar el criterio

En el Cuadro 10 se encuentra registrado el valor medio de ensayos que requirieron
los animales de cada grupo para alcanzar el criterio (mantenerse en el lugar seguro
por 5 ensayos consecutivos) cuando las drogas se administraron 30 minutos antes
del entrenamiento y 30 minutos antes de cada una de las sesiones de prueba. En la
Fig. 14 se muestra una gréfica de barras en donde la ordenada representa e! valor

medio del nimero de ensayos y la abscisa el tratamiento administrado.
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Cuando se aplicd la prueba estadistica de ANOVA mixto 7(droga)X3(dia), las
diferencias se presentaron para el factor droga F(8, 63)=7.85, p<0.0001; el factor dia
F(2,126)=96.98, p<0.0001 y en la interaccidon diaXdroga F(12, 126)=4.15, p<0.0001
Después de aplicar la prueba de Ducan (p<0.05) las diferencias significativas durante
el Dia 1 se presentaron en los grupos de Es, Px y Bi con respecto a Sa. El grupo de
Es requiric de un numero mayor de ensayos para alcanzar el criterio, mientras que
los grupos de Px y Bi necesitaron de menos ensayos para alcanzar el criterio. El
comportamiento observade para Es y Px es similar al observado en el dia 1 del
experimento 2, sin embargo los animales tratados con Bi también requirieron de un
numero menor de ensayos.

Durante los Dias 2 y 3 la prueba de Duncan sefald que las diferencias fueron
significativas Unicamente para el grupo que habia recibido Bu, el cual registro el
mayor numero de ensayos; estas diferencias no fueron evidentes en el experimento
2. El grupo de Dz necesitd para el dia 2 del experimento 3 menor numero de ensayos

para alcanzar el criterio en comparacidn con los requeridos en el experimento 2.

Numero de errores

En el Cuadro 11 se presenta la media de los errores que |os grupos cometieron en
cada uno de los dias de este experimento.

El ANOVA de medidas repetidas con un disefic mixto 7{droga)x3(dia) mostré que las
diferencias se presentaron para el factor droga F(6,63)=15.38, p<0.0001; el factor dia
F(2,126)=178.09, p<0.0001 y en la interaccién diaxdroga F(12,126)=13.92, p<0.0001.
La prueba post-hoc de Duncan (p<0.05) mostré que entre los grupos Co y Sa no se
presentaron diferencias significativas, de ahi que las comparaciones de los otros
grupos se hicieron solo con respecto Sa para cada uno de los dias.

La Fig. 15 contiene la gréafica de barras que relaciona el valor medio del nimero de
errores confra los tratamientos. En el Dia 1 las diferencias estadisticas significativas
se presentaron en los mismos grupos (escopolamina, picrotoxina, bicuculina y
diazepam) que en los del experimento 2, siendo también el grupo de escopolamina el

que cometidé el mayor nimero de errores, mientras que los grupos a los que se les
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administré picrotoxina, bicuculina y diazepam registraron el menor nimero de
errores. En el dia Dia 2 el nimero de errores cometidos por los grupos fue reducido y
no se presentaron diferencias significativas entre esos valores. Es necesario
enfatizar que la administracion previa de diazepam en la prueba de retencién a las 24
horas no incrementé el nimero de errores, situacion contraria a la que se presenté
en el dia 2 del experimento 2; donde sin administracién previa de diazepam el grupo
maostro un evidente deterioro en la gjecucion. Durante el Dia 3 el grupa de bicuculina

mejord significativamente su ejecucion registrando el menor ndimero de errores.

Discusién:

Es importante sefialar que no hubo diferencias en el procedimiento seguido durante
el dia 1 en los experimentos 2 y 3; la administracién de los fratamientos en ambos
casos, ocurrié 30 minutos antes del entrenamiento por lo que en términos generales,
el efecto que presentaron los farmacos es similar en ambos experimentos. Sin
embargo, en el experimento 3 fue mas notorio el deterioro en la adquisicién
provocado con €l grupo de Es mismo que se presentd desde el F» hasta el Eqp. Los
valores de latencia de adquisicidn permiten detectar en el E; el efecto facilitatorio de
la Px y el de ambas drogas Px y B4, en el £5. Ya se indicd que el efecto facilitatorio
para estos farmacos fue reportado por el grupo de McGaugh (Brioni &
McGaugh,1988) y gue en este laboratorio, la administracion pre-entrenamiento de
estas drogas tuvo un efecto opuesto (1=0.5 mA) o no se presentd efecto (I=1.0y 25
mA) bajo una tarea de evitacién inhibitoria de un ensayo (Secundino, Lépez & Cruz-
Morales, 19986).

La ausencia de diferencias significativas entre las latencia de retencién de los grupos
de Dz y Bu con respecto a la del grupo de salina muestra que estos farmacos no
produjeron efecto sobre la adquisicién.

Sorprendentemente, durante el Dia 2 la administracién previa de Es no produjo
deterioro de la ejecucion en el £, como habia ocurrido en el dia 2 del experimento 2.
Y los sujetos mantienen una ejecucion adecuada para esta tarea conductual, y este

nivel de ejecucion se mantiene a lo largo de los 9 ensayos restantes. Es evidente que
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el efecto amnésico del anticolinérgico no se manifiesta a pesar de que los animales
se encuentran bajo el efecto del farmaco. Resultados semejantes fueron obtenidos
por Meyers (1985) quien mostrd que la administracion subcutanea de 0.2 mg/kg de
escopolamina, 25 minutos antes del entrenamiento, ocasiona un deterioro en la
adquisicién; pero este deterioro no se presenta en la retencidén cuando a este mismo
grupo se le administrd escopolamina antes de la sesidén de prueba (24 horas
después). Este investigador descarta la posibilidad de un aprendizaje ligado a estado
porque ratas entrenadas con escopolamina no muesiran deterioro cuando se
prueban con salina. En nuestro estudio tampoco fue evidente la dependencia de
estado, puesto que en el experimento 1 al evaluar la retencién el dia 2, el deterioro
en la ejecucidn no se presentd (numero de errores que 1os sujetos cometieron
cuando los animales no estaban bajo el efecto de |a droga). Puesto que esta dosis de
Es afectd la adquisicion (Dia 1 Experimento 2), el deterioro de la evitacion inhibitoria
en la sesion de prueba (E; del dia 2 del experimento 2) pudo haberse debido a la
ausencia de aprendizaje durante el entrenamiento. Ahora bien, si el deterioro en la
adquisicion por Es no es debido a una dependencia de estado, ;como se explica el
efecto facilitatorio que se presenta en el dia 2 de este experimento, a pesar de gue
los animales se encuentran bajo el efecto de la Es?. Los resultados permiten sugerir
que ante el blogueo colinérgico, ia huelia de ia memoria puede ser aimacenada
gracias a la participacidn de otros sistemas neuroquimicos en el proceso de
consolidacion. La participacién de ofros sistemas neuroguimicos durante la
consolidacion de tareas instrumentales ya ha sido planteada por algunos
investigadores (Cruz-Morales, Duran-Arévalo, Diaz del Guante, Quirarte & Prado-
Alcalg, 1992, Duran-Arévalo, Cruz-Morales & Prado-Alcald, 1990; Meyers, 1985).

Ya se indicd que debido a que en la sesion de prueba (dia 2) del experimento 2, el
grupo de Dz mostré efecto amnésico (los animales presentaron latencias de
retencion significativamente menores a las del grupo de salina) sin haber recibido la
droga, este deterioro en la ejecucién pudo ser atribuido a un deterioro en la memoria

anterograda o bien a un aprendizaje ligado a estado. Los datos del experimento 3
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nos muestran que en el Dia 2 la administracion previa de diazepam no deterioré ia
retencion, las latencias de este grupo son altas y estadisticamente no difieren de las
del grupo de salina, esto indica que la administracion de este agonista
benzodiazepinico no impidié que la tarea aprendida fuese recordada.

Con base en los resultados obtenidos en los experimentos 2 y 3 podemos sugerir la
presencia de aprendizaje dependiente de estado con la administracion de diazepam;
pues el deterioro en la retencién ocurre cuando la prueba se ejecuta bajo un estado
de no droga (dia 2 del experimento 2) diferente al estado en que se lleva acabo el
entrenamiento con droga (dia 2 del experimento 3). Nuestros datos corresponden a
los obtenidos en el trabajo de Patel, Ciofalo & lorio (1979) quienes mostraron la
evidencia de un aprendizaje ligado a estado con la administracién oral de 2.5 mg/kg
de Dz a ratones empleando un procedimiento de evitacién inhibitoria (permanecer
sobre una plataforma para evitar un choque de 0.2 mA y concluyeron que la
dependencia de estado sugiere que la amnesia aparente vista en humanos refleja
una falia a recordar debido al no reconocimiento del estado drogado. Sin embargo,
como se indico al principio de este experimento, ha sido documentado por otros
autores que los efectos de diazepam sobre los procesos mnemadnicos no esta ligado
a dependencia de estado (Cahill, Brioni & lzquierdo,1986; Viana, Tomaz & Graeff,
1994, Wada & Fukuda, 1992).

Mientras que en este dia el agonista benzodiazepinico Dz no tiene efecto sobre la
retencién de la tarea el ansiolitico 5-HT Bu deteriora significativamente la gjecucion
de los sujetos en los ensayos 5, 8y 9.

Nimero de ensayos y namero de errores:

El elevado nimero de ensayos para alcanzar el criterio asi como el alto nimero de
errores cometidos por el grupo de Es durante el Dia 1 de este experimento, vienen a
confirmar el deterioro en la adquisicién evidenciado con los valores de latencia con la
preadministracién administracion de este anticolinérgico. También estos parametros
permiten detectar el efecto facilitatorio de la Bi y la Px, fenémeno gue cuando se

analizaron las latencias se observ para ambas drogas solo en el E5 del dia 1. Por Io
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que respecta al grupo de Dz también su reducido nimero de errores hace evidente
su efecto facilitatorio durante el primer dia. Cuando se analizan el nimero de errores

y de ensayos para alcanzar el criterio para el grupo de Bu no se observa efecto
sobre la adquisicion.

En el Dia 2 el nimero bajo de ensayos para alcanzar el criterio y el nimero de
errores del grupo de Es evidencian la ausencia efecto amnésico a pesar de que el
anticolinérgico fue administrado 30 min antes de la evaluacion de la retencion de la
tarea. Ya se indico al analizar las latencias la posible participacién de otros sistermas
neurotransmisores para facilitar el aprendizaje de la tarea ante el bloqueo del sistema
colinérgico.

En este dia la administracion previa de Dz no ocasiond deterioro en la retencion,
resuftado contrario al deterioro observado en el dia 2 del experimento 1 cuando no
hubo administracién previa de droga. El deterioro que mostraron los animales
durante la prueba de la respuesta de evitacion estando libres de droga, cuando
previamente habian sido entrenados bajo la influencia del diazepam (dias 1 y 2 del
experimento 2) y la reversion de este bloqueo observado cuando los animales fueron
entrenados y probados bajo la influencia de la droga (dias 1 y 2 del experimento 3)
sugiere la presencia de aprendizaje ligado a estado.

Como se indicd al principio de este experimento, Qverton (1964) cbservé que !z
adquisicidn de una tarea en un esiado drogado requiere del mismo estado drogado
para su recuerdo. Nuestra evidencia sobre dependencia de estado con la
administracion de diazepam difiere de la de otros autores quienes concluyen que los
efectos de este ansiolitico sobre los procesos mneménicos no estan ligados a
dependencia de estado (Cahill, Brioni & Izquierdo,1986; Viana, Tomaz & Graeff,
1994; Wada & Fukuda, 1992). Sin embargo, podemos considerar gue en el estudio
donde se sugiere la presencia de aprendizaje ligado a estado (Patel, Ciofalo & lorio,
1979) el diazepam fue administrado por via oral empleando una dosis de 2.5 mg/kg y
los sujetos experimentales se entrenaron a permanecer sobre una plataforma para
evitar un choque de 0.2 mA. En el trabajo de Viana, Tomaz & Graeff {1994) donde se
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descarta la posibilidad de dependencia de estado, se emplearon ratas a las que se
les administré 2.0 mg/kg de diazepam por via intraperitoneal y fueron evaluadas en el
componente de evitacion inhibitoria del laberinto en T. Estos trabajos difieren entre sf
en términos de la dosis, la via de administracién y la especie. Otra diferencia
fundamental en estas dos pruebas de evitacién inhibitoria radica en que el
componente de evitacidén inhibitoria del laberinto en T esta relacionado con una
ansiedad anticipatoria {miedo condicionado) porque los sujetos aprenden a evitar el
brazo abierto del laberinto; mientras que en la prueba de evitacién inhibitoria
empleada en nuestro experimento los animales aprenden a evitar un choque
eléctrico (estimulo nociceptivo). Esto implica que la naturaleza de! estimulo aversivo
en las pruebas también es distinta y en consecuencia implicaria diferencias en el
efecto (Handley & M°Blane, 1993).

La administracion previa de Bu en el dia 2 no tuvo efecto sobre la ejecucién de la
tarea durante los primeros 4 ensayos, aunque en los ensayos 5, 8 y 9 un efecto
amnésico se hizo evidente. Es importante hacer notar que ese efecto no se vio
reflejado en el nimero de errores cometidos por los sujetos pero si sobre el nimero
de ensayos para alcanzar el criterio (Bu fue el grupo que requirid significativamente
de un mayor nimerc de ensayos para alcanzar el criterio). Para esta droga se
descarta presencia de aprendizaje ligado a estado, va que al probar los animales
bajo un estado de no droga (dia 2 del segundo experimento) no se presentd
deficiencia en la retencién en esta tarea, lo cual es consistente con los resultados
obtenidos por Rowan, Cullen & Multon (1990), Wada & Fukuda (1992).

Es importante analizar la falta de correspondencia entre latencias y numero de
errores con respecto ai numero de ensayos que Bu requiere para alcanzar el criterio.
Podemos considerar que el modelo de evitacién en ensayo muitiple nos permite
apreciar que la memoria de la tarea no es deteriorada (ndmero de errores pequefio)
pero que los pocos errores se distribuyen de manera amplia a lo largo de la sesidn

ocasionando que el nimero de ensayos para alcanzar el criterio se incremente; de tal

122



suerte que se puede proponer que es este el parametro que refleja la actividad
ansiolitica del farmaco en este paradigma de ensayo mditiple.

Los datos anteriores nos permiten apreciar que la prueba de evitacidn inhibitoria en
ensayo multiple nos muestra un perfil més amplio de los efectos de las drogas, ya
que permite el analisis del comportamiento de los sujetos bajo la accidén de los
farmacos a lo largo de un nimero definido de ensayos. Pareciera que la supresién de
la respuesta de evitacion que presentan los animales bajo la administracion de
buspirona a partir del £5 es una manifestacion del efecto ansiolitico de esta droga; ya
fue planteado que las drogas ansioliticas desinhiben conductas castigadas o
motivadas por estimulacion aversiva (Green & Hodges, 1991; Handley &
M"Blane,1993; Houser, 1978; Treit, 1985).

De acuerdo con esta propuesta podria pensarse que el aumento significativo en el
numero de ensayos que ! grupo de Bu requiere para alcanzar el criterio en el Dia 3
sigue reflejando la permanecia del efecto ansiolitico de la droga. En general e}
numero de errores que los sujetos comenten durante el dia 3 disminuye y se dejan
de presentar efectos con la administracién de Es, Px y Dz, aunque con Bi se pone
de manifiesto su efecto facilitatorio.

El valor disminuido de errores cometidos por el grupo de Bi durante el Dia 3 confirma
el efecto facilitatorio de este farmaco. La mejora en la ejecucion posiblemente sea el
resultado de su caracter ansiogénico. Dada la misma naturaleza ansiogénica de la
Px pudiera esperarse también un efecto facilitatorio similar al de |a Bi sin embargo,
eso no ocurre. Es posible que esta diferencia se deba a que estas drogas
GABAérgicas tienen diferentes mecanismos de accién para antagonizar al GABA. La
Bi actla por competencia sobre receptores GABA4 v la Px actGa bloqueando los
canales de cloro de los receptores GABAa. Otra explicacion posible tiene gue ver con
los efectos de la Bi sobre sistema colinérgico. Se sabe que la administracién de Bi
produce un aumento de la liberacién de ACh en la corteza cerebral (Hemsworth &
Neal, 1968).

No se encontré evidencia de aprendizaje ligado a estado con la administracion de

picrotoxina, bicuculina, buspirona y escopolamina,
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EXPERIMENTO 4

Entre las muchas conductas modificadas por el GABA, las mas estudiadas son las
conductas motoras. Uno de los efectos mas sobresalientes de la administracion
sistémica de agentes GABAérgicos es la hipomotilidad, o sedacién, como algunos
autores prefieren llamar a estados conductuales caracterizados por una reduccién en
la actividad ambulatoria. La mayoria de ios agentes GABAérgicos, administrados

sistémicamente deterioran la actividad ambulatoria y la ejecucién motora (Paredes,
1992).

La administracién de agonistas serotonérgicso que actlan sobre receptores 5HTqa
producen una pequefia parte del sindrome conductual serotonérgico que se
manifiesta en un aplanamiento en la postura del cuerpo de los sujetos de
experimentacion. Rowan, Cullen & Moulton (1990) encontraron que a dosis de 1.0 y
2.0 mg/kg la buspirona no provocaron efecto sobre la actividad motora de los
animales, sin embargo con una dosis de 3.0 mg/kg esta droga ocasiond una

reduccion significativa en la actividad locomotora.

Puesto que en los Experimentos 2 y 3 de este estudio el efecto de los ansioliticos
diazepan y buspirona fue evaluado sobre una tarea de evitacion inhibitoria en ensayo
multiple cuando los farmacos se administraron antes del entrenamiento, fue
importante detectar si a la dosis empleada (2.0 mg/kg) se presentaban efectos
secundarios con estos agentes y descartar la posibilidad de que produjeran

alteraciones motoras no especificas que pudieran interferir con la conducta requerida
en este procedimiento.

Objetivo:
Determinar el efecto de la administracion de 2.0 mg/kg de buspirona y diazepam

sobre la actividad motora de horizontal y vertical de ratas.



Procedimiento:

Prueba de actividad motora
Las ratas fueron distribuidas al azar en 3 grupos de 10 sujetos cada uno a los que se
ies administrd por via intraperitoneal 2.0 mg/kg de diazepam o buspirona. Un grupo
adicional recibié solucion salina. Veinticinco minutos después de la administracion de
los fratamientos cada sujeto fue colocado en la caja de actividad motora (descrita en
el capitulo 4). El registro de la actividad motora horizontal y vertical de los animales

se realizd cada 5 minutos por un periodo de 40 minutos que durd la prueba.

Resultados:

Actividad motora vertical:

Los valores de actividad motora vertical se analizaron estadisticamente empleando
un ANOVA mixto de medidas repetidas en un disefio 2(droga)x8(tiempo) y un
ANOVA factorial por bloques (3drogaX8tiempoX10repeticién) empleande como
prueba post-hoc la de Duncan (p>0.05).

En el Cuadro 12 se presenta el valor medio de la actividad motora vertical para cada
uno de los tratamientos administrados y en la Fig. 16 la ordenada representa el
namero de cruzamientos a las fotoceldas y la abscisa cada uno de los intervalos de
tiempo en los que fue registro la actividad de los sujetos.

Al analizar los datos con el ANOVA de medidas repetidas no se presentaron
diferencias significativas entre los tratamientos pero se observa en la Fig. 16 que la
actividad de los animales que recibieron diazepam muestra un comportamiento en
forma de U que alcanza valores de actividad altos al principio y al final del
experimento. Por lo que los datos se analizaron también con el ANOVA factorial por
bloques (3drogaX8tiempoX10repeticidon). La prueba post-hoc indicé que hubo
diferencias significativas entre los grupos cuando se analiza el factor droga F(2,
207)=13.47, p<0.0001. indicando que las diferencias fueron significativas para el
grupo de diazepam con respecto al de salina.

En el cuadro 13 se muestran los resultados de actividad motora horizontal y 1a Fig.

17 muestra la grafica que se obtiene con estos datos. Cuando los datos se
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analizaron estadisticamente con el ANOVA de medidas repetidas las diferencias se
presentaron exclusivamente con el factor fiempo F(7, 189)=9.40, p<0.0001 y para la
interaccion tiempoXdroga F(14, 189)=1.88, p<0.030.

En la figura 17 se observa que el efecto del diazepam y la buspirona es semejante al
que se observa con los animaies del grupo de salina. La actividad motora horizontal

disminuye conforme transcurre el tiempo debido a la habituacién de los sujetos.

Discusion:

Considerando que la tarea de evitacion inhibitoria implica el desplazamiento de los
sujetos de un compartimento a otro de la cdmara de evitacion, en este experimento
era necesario detectar que las drogas ansioliticas empleadas no presentaban efecto
especificos sobre la actividad motora de los animales.

Los resultados de este experimento muestran que la buspirona no ocasiona
interferencia sobre la actividad vertical y horizontal de los sujetos. La administracién
de diazepam tampoco dificulta la actividad motora horizontal pero si interfiere con la
actividad motora vertical ocasionando que se registren valores altos de actividad al
inicio y al final de la evaluacion. El comportamiento de esta actividad con respecto ai
tiempo se describe con una curva en forma de U.

La forma de la curva puede explicarse en funcion de la accién miorrelajante del
diazepam. Esta accion miorrelajante es consecuencia del efecto de ia droga a nivel
de corteza motora y cerebelosa. Ei efecto maximo de este farmaco sobre la accion
miorrelajante ocurre a la hora de su administracion intravenosa (Bowman & Rand,
1985). Las funciones del cerebelo son ia de producir cambios en el tono muscular en
relacidn con el equilibrio, locomocién y postura de los sujetos, asi como en la
coordinacion de la fuerza de contraccién de los musculos que se emplean durante
los movimientos (Kiernan, 1998).

En la Fig. 16 se observa que cuando los animales se introdujeron a la camara de
actividad motora (25 min después de la administracion del diazepam) no presentaron
problema en su actividad motora vertical, pero conforme transcurrié el tiempo hubo
una disminucion de ésta. La minima actividad vertical se registré a los 25 minutos de
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ingresar a los animales a la camara, tiempo en el cual se presenta el maximo efecto
miorrelajante de! farmaco, fendmeno que répidamente tendié a desaparecer en los
siguientes tiempos de registro. Esto indica que durante el tiempo que se manfuvo
una concentraciéon adecuada del ansiolitico, el animal se vio impedido para mantener
una posicidn erguida, o bien ser sostenido sblo por sus extremidades traseras; pero
conforme esa concentracion disminuia, la actividad vertical se fue recuperando. Un
evidente descenso en la actividad motora de las ratas se presentd tambien a los 25
min de haberlas ingresadc en las caja de actividad pero en este caso no se
presentaron diferencias significativas con respecto a los grupos de buspirona y
diazepam.

Aunque la administracién de diazepam tuvo efecto sobre la actividad motora vertical,
hay que hacer notar que la tarea de evitacidn inhibitoria demanda fundamentalmente
el desplazamiento de un compartimento a ofro de la camara de evitacién y este
movimiento se ejecuta sobre las cuatro patas del sujeto. En consecuencia, |a prueba
de evitacion inhibitoria sdlo puede ser interferida si los farmacos presentan efecto
sobre la actividad motora horizontal.

Nuestros resultados sobre actividad motora horizontal indican que ninguno de los
ansioliticos probados, diazepam y buspirona, interfirieron con esta actividad de los
sujetos. Otros estudios también confirman nuestros resultados. La administracion de
Bu, en dosis de 1.0 y 2.0 mg/kg no afectd la actividad exploratoria de los sujetos
experimentales (Rowman, Cullen & Moulton, 1990). Tampoco ei Dz administrado en
dosis de 0.5 1.0 y 2.0 mg/kg modificd la actividad motora de ratones (Fernandez-
Guasti, Hong & Loépez-Rubalcava, 1992; Feméndez-Guasti & Lopez-
Rubalcava, 1990). Con estas evidencias y os de este experimento podemos asegurar
que durante la prueba de evitacion inhibitoria en ensayo multiple, que se requeria
ejecutaran los animales en los experimentos anteriores, no hubo interferencia por
alguna alteracion en la actividad motora de los sujetos bajo el efecto de Dz y Bu en
dosis de 2.0 mg/kg.
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ACTIVIDAD MOTORA VERTICAL

\\\ \\ \\\
,”\\\\‘\\ \

h

aOaSSOOG.....

“Hiﬂil\%ﬁLIWEI%\i!\iﬂil\ilH!Hiﬂ!ﬂ&Hl\lﬂilhlﬁ!l‘\ll% e TR M

HIH'hHiNH

R \\\\\\\

2f:5'JS:5'1'.'-'.:$5:5ﬁ:’-::.’-5:'—F'.'-$::ﬁ:5‘.:55.’-55:i:::;J'-:::5:5'#:::?:?.’:.’-551‘-5555:3.’-:'-:: Fay \\\\\\\\\\\\\\\\
LT

\\\\\\\ \ \\X \\\\\\ \\\

’n‘i!imlslwﬂimmﬁumw%
g,-;,,:,-:,-,,:;:,:::::_‘ RIS \\\ \\\\\\\

WIN 1 A L )
R

TS

E'J'Ei'is_ \\\\\\\\\\\\\\\\
AL

il*

i
|
O, s O

----- \\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\z
T

R R

Eﬂfzf;'*-"“,ﬂ's" B E T YA S \\\\\\\\\
Hiﬂihll!,\lﬁhﬂﬂ1\1!!1%!\H!\!Uiﬂmiﬂ%ﬂ&ﬂthLliéllllﬂlaﬂlll!ll!.ﬂl]l!.\!!HUllll!.hlhlﬂl!.\lUJlMﬂ:ﬁUiI}H!Lﬂl!llﬂlﬂlﬂl!JlUElkﬂi!lS!.:ﬂ

R R AR RS AR

\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\2

é Cl} é ! | | T
(=) (=) < (=2
B B =S @ 5 =
FwWo-d ~PrUZXDAOU~0Z WUOFOOW-LAC®

40

35

30

20

F

TIEMPO (min}

Fig. 16. Actividad motora vertical de ratas (n=10) Vs tiempo. Los valores del gje "y” son la media del nimero de
interrupciones a las fotoceldas. Las diferencias no fueron significativas entre los grupos salina (Sa),
diazepam (Dz) y buspirona (Bu) cuando se analizé el factor droga



ACTIVIDAD MOTORA HORIZONTAL
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CAPITULO 6
DISCUSION GENERAL
Puesto que en la literatura se encuentra informacidén cuya evidencia apoya la
propuesta que los procesos que subyacen a la memoria/ansiedad se encuentran
intimamente relacionados o traslapados, y otros estudios sugieren que se trata de
procesos independientes, en este estudio se sefald la necesidad de proponer
investigaciones tendientes a obtener informacidn que permita establecer la
participacidon de los diversos sistemas neuroquimicos y su interaccion con los
procesos memorialansiedad.

Los resultados del experimento 1 de este estudio muestran que bajo un
procedimiento de evitacion inhibitoria de un ensayo, la administracion
intraperitoneal del agonista parcial a receptores 5-HT4s, buspirona (2.0 y 4.0
mg/kg), produce deteriorc en la memoria retrégrada, y se pudo confirmar que las
mismas dosis del agonista GABAérgico, diazepam, no producen tal efecto (Fig. 5).
Usando dosis altas de Bu &l efecto retrégrado en evitacién inhibitoria ya habia sido
detectado (Wada & Fukuda 1992), también usando tareas de automoldeamiento
(Meneses, 1995) y de memoria de trabajo (Bass, Means & McMillen, 1992). Se ha
observado que tales efectos retrégrados de Bu se ven afectados por variables
farmacoldgicas y conductuales enfre las que se encuentran la via de
administracion, la dosis, l1a especie animal, la tarea, la intensidad del choqgue vy la
via de administracién entre otras.

La ausencia de efectos retrégrados con la administracion de Dz y de
benzodiazepinas en general, ya habia sido sefialada en humanos (Ghoneim &
Mewaldt, 1975 y 1977, Lister,1985; Roth, 1984) y en animales (Patel, Ciofalo &
forio, 1980).

Nuestros resultados experimentales sugieren que |0s procesos que ocurren
subsecuentemente al entrenamiento y que estan implicados en el almacenamiento
de informacion, son sensibles a la Bu (produce amnesia retrégrada) pero no al Dz.



Usando un procedimiento de evitacién inhibitoria de un solo ensayo se ha
mostrado que Es y Dz deterioran la memoria anterégrada. Puesio que en estos
estudios necesariamente las drogas fueron administradas antes del
entrenamiento, e! deterioro que estas producen sobre la memoria, pudo deberse a
su efecto sobre la adquisicidon propiamente o también a su efecto sobre la
consolidacion.

Los resultados de los experimentos 2 y 3 muestran que el modelo de evitacidn
pasiva en ensayo multiple nos permitié detectar la naturaleza diferente de la
amnesia anterograda producida con el anticolinérgico Es y el ansiolitico Dz,
evidenciando que Es impide la adquisicién mientras que el Dz deteriora la

retencion.

Por otro lado, bajo este protocolo experimental fue posible observar los efectos
facilitatorios de la Px y la Bi, reportados por el grupo de McGaugh (1988), cuando
en el laboratorio no habian sido evidentes con el procedimiento de evitacion
inhibitoria de un solo ensayo. La facilitacion observada con la administracidon de Bi
y que estuvo presente a lo largo de su administracion consecutiva v ia facilitacidn
con Px evidente sobre todo en la primera administracion, puede explicarse por un
lado, con base a los diferentes mecanismos de accion que tienen estos farmacos
para antagonizar al GABA; la Bi es un antagonista competitivo de receptores
GABA,, mientras que ia Px bioguea ios canaies de cioro; y por el ofro, a ios
efectos de la Bi sobre el sistema colinérgico. Se ha sefialado que Bi produce un
aumento en la liberacién de ACh.

Nuestros resultados también permitieron evidenciar la utilidad del modelo de
evitacion inhibitoria en ensayo multiple para disociar los efectos ansioliticos de los
amnésicos de la Bu, cuando este farmaco se administrd (2.0 mg/kg i.p.) freinta
minutos antes de la sesidn de entrenamiento y las dos sesiones de prueba. Sin
embargo, no fue posible observar este efecto con la administracién de Dz puesto
que su propiedad ansiolitica quedd obscurecida por el evidente efecto que sobre el

aprendizaje y {a memoria tiene este farmaco. De alguna manera, estos resultados
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concuerdan con los obtenidos por Viana y colaboradores (1994). Los datos que
obtuvieron estos investigadores cuando administraron ipsapirona, otro antagonista
de receptores 5-HTqa (1.0 y 2.0 mg/kg i.p.), veinticinco minutos antes de colocar a
las ratas en un laberinto en T elevado, sugieren que se manifiesta una disociacion
entre el efecto ansiolitico y el amnésico de esta droga. En contraste cuando
evaluaron el efecto del Dz, encontraron que unicamente dosis ansioliticas de este
farmaco causan amnesia, concordando estos resultados con ofros que
previamente ellos habian reportado indicando que las propiedades ansioliticas y
las propiedades amnésicas del Dz estan interrelacionadas (Tomaz, Branddo &
Garcia-Carrasco, 1992). En particular, diferentes grupos de investigacion han
mostrado que los efectos ansioliicos y los efectos amnésicos de las
benzodiazepinas estan localizados en el mismo sitio, la amigdala
anterolateral/basolateral (Hodges, Green & Glenn, 1987; Scheel-Kriger &
Petersen, 1982; Tomaz, Dickinson-Anson & McGaugh, 1992; Tomaz, Dickinson-
Anson, McGaugh, Sousa-Silva, Viana & Graeff, 1993).

Se ha reportado la presencia de amnesia anterdgrada en ratas por la
administracion de atropina (anticolinérgico) y clorodiazepdxido (agonista
GABAérgico) en evitacion inhibitoria en ensayo continuo (Waddnington & Oliey,
1977) y un deterioro en la adquisiciéon inducido por Es (Elrod & Buccafusco, 1988)
cuando se empled un procedimiento de ensayos discretos. En nuestro esiudio ia
amnesia anterdgrada reportada cuando se administra Es fue confirmada. Los
datos del primer dia en ios experimenios 2 y 3 indican que la Es deteriora ia
ejecucion de la conducta de evitacion en ensayo muitiple interrumpiendo el
proceso de adquisicion y puesto se trata de una droga anticolinérgica se pone de
manifiesto el papel que juega la acetiicolina para el aprendizaje de esia tarea. Por
otro lado, la ausencia de deterioro en la ejecucion durante la retencion (dias 2 y 3)
a pesar de la administracion previa del anticolinérgico, hace evidente que ante el
bloqueo colinérgico, ofros sistemas neurotransmisores entran en juego
responsabilizandose de la gjecucién adecuada de la tarea. Por otro lado, que el
efecto amnésico caracteristico del anticolinérgico Es, tienda a desaparecer al

incrementarse el nimero de ensayos y dias de prueba, sugirieren la presencia del
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efecto protector del sobre-entrenamiento ya reportado por Cobos-Zapiain & Prado-
Aicala (1986} y por Duran-Arévalo, Cruz-Moraies & Prado-Alcalg, (1980). Estos
autores explican el efecto protector del sobre—entrenamiento sefalando que
ciertas estructuras cerebrales o sistemas neuroquimicos son necesarios para la
consolidacién de tareas instrumentales, pero, cuando esas tareas son sobre-
entrenadas o sobre-reforzadas, la huella de memoria no es representada por el
mismo conjunto de estructuras o sistemas neuroquimicos y concluyen que
después de un incremento en la experiencia de aprendizaje, la huella de memoria
puede ser ampliamente distribuida en el cerebro {Duran-Arévalo, Cruz-Morales &
Prado-Alcala, 1990).

El grupo de Dz en dia 2 provocd deterioro en la retencion para la prueba
conductual de evitacién inhibitoria de ensayo multiple, lo que es consistente con lo
sefialado en la bibliografia (presencia de amnesia anterdgrada). En la discusion
previa de este trabajo indicamos que se presenta un aprendizaje ligado a estado.
Dentro de las evidencias contrarias a la presencia de dependencia de estado
producida por Dz, se encuenira la de Viana, Tomaz & Graeff (1994), quienes
trabajando evitacion inhibitoria con laberinto en T indican que no se presentd
aprendizaje ligado a estado, argumentando que sus resultados claramente
muestran que los animales a los que se les dio una dosis ansiolitica de Dz antes
dei entrenamiento de evitacidn inhibitoria tuvieron completa amnesia durante ia
prueba, independientemente de estar bajo el efecto de Sa o Dz. Sin embargo,
ellos sugieren que la evitacion inhibitoria es diferente de la aparentemente prueba
similar de castigo (conflicto), porque con fas prueba de castigo las
benzodiazepinas son completamente efectivas en animales sobre-entrenados.
Tomando en consideracion este Ultimo aspecto, y partiendo del hecho que la
prueba de evitacién inhibitoria de ensayo multiple tiene un componente de castigo
y que a su vez presenfa un componente de sobre-entrenamiento, nosotros
podemos sefialar que estos factores influyen en los resultados sobre dependencia
de estado que se plantea en este trabajo. Es importante considerar que varios

autores han establecido que las condiciones particulares de las diferentes pruebas
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conductuales como son del tipo de tarea a ejecutar, intensidad de choque, dosis
empleada, via de administracion, sobre reforzamiento, sobre-entrenamiento,
presencia de escape, presencia de castigo etc. facilitaran o impediran la
disociacion de las acciones de los farmacos.

Por otro lado ya ha sido sefialado por Handley & M°Blane (1993), que se han
incrementado las evidencias para proponer multipies mecanismos de ansiedad los
cuales permiten explicar patrones diferenciales de efectos de drogas dentro y
entre modelos. Es decir cada modelo exige que se produzca un tipo determinado
de respuesta (evitacion, escape, nado, conflicto, etc.) y las caracteristicas de esta
provocaran la estimulacion de determinada zona cerebral o participacion de
sistemas neuroquimicos especificos. Lo que ha llevado a plantear la presencia de
diferentes modelos de ansiedad con diferente sensibilidad al efecto de las drogas
ansioliticas.

Son varios los factores a considerar cuando se desea estudiar la ansiedad
evaluando el efecto que drogas ansioliticas o ansiogénicas producen en la
conducta de los animales en estudio. Entre algunos de estos factores se
encuentran la multitud de variables experimentales que pueden producir patrones
de conducta que son sensibles diferencialmente ante la variedad de drogas {por
ejemplo si el choque es inevitable, si la respuesta es contingente al choque o si el
paradigma permite la evitacion del choque, etc.). Todo eiio es determinante critica
del tipo de efecto que una droga particular ejerce.

Otros factores como los parédmetros de programa, la intensidad y frecuencia del
choque, el tipo de reforzador, el contexto en el cual la conducta ocurre, la
respuesta conductual en estudio (la tarea) , la especie animal empleada, también
son de interés a considerar ya que pueden influir en el tipo y grado de efecto
conductual inducido por la droga.

Ademas de lo sefalado arriba, es de interés considerar que fendmenos tan
complejos como el aprendizaje/memoria o la ansiedad y/o sus interacciones no
pueden ser explicados de una manera simple, pues son multiples las formas de

interaccion o interrelacién gue guardan estos fendmenos en estudio, por lo que se
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requerird adn de un cumulo de resultados en variados modelos animales; asi
como el implemento de diversas estrategias metodologicas que permitan que
resultados (respuestas conductuales) obtenidos en diversas especies animales, ya
sea con administracion sistémica o en regiones especificas del cerebro y todo ello
permitird a los investigadores seguir acercandose a una explicacion que refleje
mejor las complejas interrelaciones que existen entre la ansiedad y el
aprendizaje/memoria.

Por otro lado, es evidente que el desarrolio ¢ avance en esta direccidn sera mas
sencillo y corto en la medida en que la investigacion en esta area del conocimiento
se siga desarrollando bajo las dos perspectivas a) considerando que posiblemente
la ansiedad y el aprendiazaje/memoria son procesos independientes y b)

considerando la base cognoscitiva de la ansiedad.

Vale la pena resaltar la importancia de este trabajo como un primer intentc que se
hace en el laboratorio, como estudico pionero que pretende detectar algunas
relaciones entre aprendizaje/memoria y ansiedad bajo un paradigma de amplio
uso en estudios hasta el momento, de los procesos mnemoénicos. Ademas, este
trabajo permitira sentar las bases para nuevas investigaciones. en el laboratorio.
Los resultados de este estudio proporcionaron informacion fructifera en el
entendimiento de los efectos conductuales que son producidos por la
administracion de drogas ansioliticas y ansiogénicas en ei paradigma de evitacion
inhibitoria en ensayo muitiple, modelo que nos permitié diferenciar los efectos de
las diversas drogas al mostrarnos un espectro mas amplio del perfil conductual de
cada una de ellas.

Por o que se refiere al modelo, considero que los procesos mnemodnicos vy su
relacidn con la ansiedad debe seguir explorandose bajo la dptica del modelo de
evitacion inhibitoria por las ventajas que ofrece como técnica confiable y sensible
para detectar los efectos de las drogas. Deben agotarse las posibilidades de
manejo de variables como el incremento en la intensidad del choque eléctrico,

debe evaluarse el efecto de las drogas ansioliticas sobre el componente de
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escape (conducta emocional incondicionada) o determinar el efecto de la
administracion aguda y cronica de drogas ansioliticas. También sera necesario
evaluar bajo este modelo, la participacidn que los diversos neurotransmisores
gjercen directamente o modulando los procesos cognoscitivos y la ansiedad,
cuando los farmacos son administrados en regiones especificas del cerebro que
se conoce o sospecha estan implicadas en estos fendmenos.

Se sugiere entonces emplear el modelo de evitacidn inhibitoria en sus diversas
versiones de ensayo multiple (discreto y continuo) para obtener informacion
adicional sobre el efecto de los farmacos sobre los procesos de ansiedad,
aprendizaje y memoria. Esto no significa que en el laboratorio no se puedan hacer
estudios comparativos con los datos obtenidos cuando se empleen otros modelos

animales también Utiles en la evaluacion de drogas ansioliticas.

CONCLUSIONES

Con base en el andlisis y discusion de los resultados obtenidos durante el
desarrollo de los diferentes experimentos de esta investigacion se ha llegado a las

siguientes conclusiones:

o La administracion (i.p.) del ansioliico Bu (antagonista parcial de
receptores 5-HTqa) administrados inmediatamente después del
entrenamiento de una tarea de evitacion inhibitoria de un ensayo, en

dosis de 2.0 y 4.0 mg/kg deterioré la ejecucion de las ratas.

e El ansiolitico Dz (agonista de receptores benzodiazepinicos) en dosis de
2.0 y 4.0 mg/kg no produjo amnesia retrégrada, lo cual indica que los
procesos gue ocurren subsecuentemente al entrenamiento y que estan
implicados con los procesos de almacén de memoria a largo plazo, no
son sensibles a estas dosis del farmaco.
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La administracion pre-entrenamiento de 2mgfkg de Px facilitd a tarea

de evitacion inhibitoria en ensayo multiple.

La mejora en la ejecucion manifiesta en algunos ensayos, cuando los
antagonistas GABAérgicos Bi y Px se administraron 30 minutos antes
de iniciar cada una de las sesiones del experimento 3, sugiere su efecto
facilitatiorio.

E! procedimiento de evitacion inhibitoria de ensayo multiple permitio
detectar que a amnesia anterégrada que producen el Dz (2.0 mg/kg) vy la
Es (8,0 mg/kg) es de naturaleza diferente:

aj)La amnesia anterograda producida por Es es el resultado del
deterioro que este agente ejerce sobre la adquisicion.

b)La amnesia anterégrada producida por Dz es el resultado del

deterioro que este agente ejerce sobre la retencién.

El incremento en el tiempo de latencia de retencion provocado por la
pre-administracién de Es y Dz sugieren que el sobre-entrenamiento
implicado en la aplicacion de ensayo multiple, tiene un efecto protector

ante la anmeésia anterégrada.

El efecto protector del sobre-entrenamiento (implicado en la evitacion de
ensayo multiple) ante los afectos amnésicos de Es confirma que ante el
incremento en la experiencia de aprendizaje, la huella de memoria
puede ser ampliamente distribuida en el cerebro.

La mejora en la gjecucion de una tarea de evitacién inhibitoria en ensayo
multiple a pesar de la administracién continua del antimuscarinico Es
soporta nuevamente la participacion de otros  sistemas

neurotransmisores ante el biogueo colinérgico.
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El procedimiento de evitacidn inhibitoria de ensayo multiple permitid
detectar el efecto ansiolitico de la Bu (2 mg/kg). Este efecto no fue
observado para Dz.

Puesto que el deterioro en la retencién ocurre cuando la prueba se
ejecuta bajo un estado de no droga, diferente al estado en que se lleva
acabo el entrenamiento con droga, se sugiere la presencia de
aprendizaje ligado a estado para el farmaco Dz.

No se encontrd evidencia de aprendizaje ligado a estado con la
administracion de Px, Bi, Buy Es.

La administracion ip de los ansiolitico Dz (2.0mg/kg) y Bu (2.0 mg/kg) no
deterioraron la actividad motora horizontal de las ratas, por lo que no
hubo interferencia sobre |a tarea de evitacién inhibitoria.

A pesar de que el Dz afectd la actividad motora vertical este resultado
no tuvo influencia en el desarrollo de la prueba de evitacion dada la

naturaleza de la respuesta que este paradigma requiere.

El modelo de evitacidn inhibitoria en ensayo multiple, permitié ia
disociacion de los efectos ansioliticos y mneménicos de la Bu y permitié
la observacion del efecto de los farmacos a lo largo del tiempo.

Ante las evidencias de diferentes tipos de ansiedad y de diferentes tipos
de memorias/aprendizajes, se requiere de una cuidadosa seleccion del

modeloc animal para que éste de cuenta de proceso psicobioldgico a
estudiar.
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Estos datos y los que se obtengan con otros modelos animales
permitiran ir estableciendo las multiples interacciones que existen entre

fendmenos tan complejos como el aprendizaje/memoria/ansiedad.
Esta area de investigaciéon seguird desarrollandose considerando la

perspectiva que posiblemente estos procesos son indebendientes o bien

considerando la base cognoscitiva de la ansiedad.
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