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RESUMEN

Se ha demostrado que la administracién aguda o a largo plazo de benzodiacepinas puede
producir alteraciones de la memoria en distintos organismos, estas alteraciones son
similares a los efectos amnésicos observados de forma posterior a la administracion de
drogas anticolinérgicas. Sin embargo, cuando la administracion de alguno de estos
compuestos, como el antagonista muscarinico escopolamina o la benzodiacepina diazepam,
es empleada como estimulo discriminativo en procedimientos de discriminacion de drogas,
diversas especies son capaces de adquirir la asociacion entre la administracion del farmaco
y la emision de respuestas especificas. A la fecha, no se ha evaluado el efecto de las
benzodiacepinas sobre la discriminacion, previamente aprendida, de drogas
anticolinérgicas. Por lo cual el objetivo del presente estudio fue analizar el efecto de la
administraciéon aguda de diazepam, sus efectos a largo plazo (90 dias) y el efecto de la
abstinencia a diazepam, sobre la discriminacién y generalizacion de estimulos con
escopolamina.

Se emplearon 30 ratas macho de la cepa Wistar, con un peso corporal de 250-300 g al inicio
del experimento. Los sujetos fueron entrenados a discriminar entre la administracion de
escopolamina (1.0 mg/kg, i.p.) y solucidn salina al 0.9% (1.0 ml/kg, i.p.), empleando para
ello el procedimiento clasico de discriminacion de drogas con 2 palancas. Una vez que los
sujetos alcanzaron los criterios de adquisicion en el procedimiento de discriminacion,
fueron asignados aleatoriamente a alguna de las siguientes condiciones: 1) grupo con
administracién aguda de diazepam (1.0 mg/kg, i.p.), 2) grupo con abstinencia a diazepam
(7.0 mg/kg/10 dias, i.p.) o 3) grupo control. En cada uno de los grupos se obtuvo curvas de
generalizacion mediante la administracion de seis dosis diferentes de escopolamina (0.0,
0.0564, 0.09, 0.16, 0.31 y 1.0 ml/kg, i.p.). Adicionalmente, 90 dias después de la primera
evaluacion, el grupo con administracion de diazepam y su control, fueron sujetos a una
segunda evaluacion en generalizacion. Lo anterior con el fin de conocer los efectos a largo
plazo de la administracion de la benzodiacepina.

La administracion aguda de diazepam produjo una disminucion significativa en el gradiente
de generalizacion de la escopolamina. La alteracion en la capacidad de generalizacion
inducida por el diazepam se mantuvo incluso 90 dias después de su administracion. Por su
parte la abstinencia a diazepam produjo un aplanamiento total de la curva de generalizacion
para la escopolamina y una disminucion significativa en la tasa de respuestas. Los
resultados sugieren que la administracion de diazepam disminuye de forma severa la
capacidad de los sujetos para discriminar estimulos farmacoldgicos anticolinérgicos.
Mientras que la abstinencia a estos compuestos afecta diversos sistemas funcionales y por
tanto a la capacidad de discriminacion.

Palabras clave: Benzodiacepinas, diazepam, sindrome de abstinencia, aprendizaje,
memoria, discriminacion de drogas, acetilcolina, generalizacion y escopolamina.



1. INTRODUCCION

La memoria es una de las funciones neurocognoscitivas mdas importantes en los
organismos. La capacidad para adquirir, consolidar, almacenar y recuperar informacion del
medio ambiente a través de la experiencia es una propiedad adaptativa que resulta
indispensable al resto de las funciones cognoscitivas (Gonheim, 2004). La alteracion en los
procesos relacionados con la memoria o en alguno de los componentes que la constituyen,
genera severos trastornos en distintos niveles de organizacion de la conducta, asi como en
el funcionamiento 6ptimo del organismo en relacion con el medio en el cual se desarrolla.

Debido a su relevancia, diversas disciplinas cientificas han dedicado un importante esfuerzo
en el estudio y compresion de la memoria. Las neurociencias de la conducta y la
psicobiologia han generado una gran cantidad de investigacion en torno a este proceso
cognoscitivo con el fin de explicar los elementos que lo constituyen, los mecanismos
neuronales y los procesos cerebrales que subyacen a su funcionamiento, asi como las
condiciones y caracteristicas del medio ambiente que producen algun tipo de modificacion
en la memoria. Dentro de estas perspectivas cientificas, la farmacologia ha sido una
importante aproximacion y herramienta de estudio de la memoria, a través de la
farmacologia se ha analizado la interaccion de diversos compuestos quimicos con los
mecanismos de la memoria y se ha evaluando el efecto que diversas drogas producen sobre
los sistemas y procesos neuronales vinculados con la memoria (Kandel et al., 2001).
Asimismo, se ha constatado que farmacos, cuya funcion, utilidad y accion terapéutica
originales no tienen relacion alguna con la memoria, son capaces de producir cambios 0
efectos inesperados sobre la adquisicion, consolidacion, almacenamiento o recuperacion de

la informaciéon (Gonheim, 2004), este es el caso de los psicofarmacos denominados



benzodiacepinas. La literatura especializada en el area, ha reportado frecuentemente que las
benzodiacepinas son capaces de producir efectos amnésicos. La pérdida parcial o completa
de la memoria, o bien la incapacidad para recordar informacion derivada de la experiencia
ha sido definida como amnesia (Tulving y Schacter, 1990).

Las benzodiacepinas son compuestos sintetizados desde su origen, con la premisa de lograr
farmacos que contrarresten un amplio espectro de sintomas indeseados en los pacientes.
Las indicaciones terapéuticas de las benzodiacepinas se asocian a sintomas tales como: la
ansiedad, tension muscular, estrés, convulsiones, trastornos de suefio, conductas violentas y
dolor entre otros. La prescripcion de estos farmacos tiene poco mas de medio siglo de
historia, no obstante, debido a su eficacia terapéutica, relativa buena tolerancia, asi como
condiciones sociales, demograficas y epidemioldgicas, su empleo se ha incrementado de
manera exponencial con el paso de los afios, al grado de ser los medicamentos de mayor
consumo durante la década de los ochenta (Buffett-Jerrott y Stewart, 2002). Sin embargo y
a pesar de su relativa buena tolerancia, las benzodiacepinas presentan algunos efectos
secundarios adversos, entre los cuales se han sefialado a la sedacion, problemas de caracter
atencional e interferencia con la memoria. En la literatura concerniente a este ultimo
aspecto, se ha reportado que el uso terapéutico, la administracion prolongada o la
administracion libre de benzodiacepinas tiene repercusiones negativas sobre los procesos de
memoria, particularmente se ha reportado la ocurrencia de un fendmeno inespecifico
conocido como amnesia anterograda (Buffett-Jerrott et al., 1998; Buffett-Jerrott y Stewart,
2002; Gonheim, 2004), la cual se considera como la inhabilidad para recordar hechos
posteriores a la aparicion del agente causante o bien, la incapacidad para consolidar

informacion y formar nuevas memorias (Buffett-Jerrott, 2002).



En humanos, el efecto amnésico de las benzodiacepinas ha sido reportado empleando
distintos procedimientos o tareas de memoria, es el caso de la evocacion libre o demorada
de palabras (Nogueira et al., 2006), de silabas sin sentido (Izaute y Bacon, 2006; Mintzer et
al., 20006), en tareas de evocacion y reconocimiento de objetos e imagenes (Rammsayer et
al., 2000; Rush and Baker, 2001), de informacion verbal (Munte et al., 1996; Coull et al.,
1999) o en la ejecucion de la tarea de igualacion a la muestra con demora (Robbins et al.,
1997).

Los efectos negativos de las benzodiacepinas sobre la memoria son ficilmente modelables
en animales no humanos. Por ejemplo, estos efectos se han observado en roedores en el
laberinto de agua de Morris (Cain, 1997; Hogan et al., 2005; Anand et al., 2007) o en la
recuperacion de informacion previamente aprendida en el laberinto T (Borde et al., 1997).
Incluso, algunas amnesias orgéanicas, aquellas que ocurren sin la intervencion de un
farmaco, tienen ciertas caracteristicas en comun con la amnesia inducida por
benzodiacepinas, lo que haria que modelos experimentales de estas Gltimas sean de utilidad
para el estudio de las amnesias con origen neurologico (Gonheim, 1990).

Adicionalmente las benzodiacepinas, como muchas otras drogas, presentan un efecto
secundario derivado del retiro subito o repentino de la administracion prolongada de estos
compuestos, este efecto se caracteriza por un conjunto de sintomas y signos denominados
sindrome de abstinencia. El sindrome de abstinencia a las benzodiacepinas es similar al
observado en compuestos con caracteristicas farmacologicas comunes a las
benzodiacepinas como los barbittiricos y el alcohol. El sindrome de abstinencia a este tipo
de compuestos se caracteriza por irritabilidad, ansiedad, temblor, cambios
sensoperceptuales, alucinaciones y una gran variedad de crisis o patrones convulsivos,

usualmente generalizados (Marciani et al., 1985; Davies et al., 1987; Mzrray, 1990; Lader,



1994). Tanto las benzodiacepinas como los barbituricos y el alcohol, actiian principalmente
sobre el receptor GABAérgico GABA,, incrementando la actividad de este receptor y
aumentando la inhibicién neuronal (Olsen y Avoli, 1997).

Los efectos negativos de las benzodiacepinas sobre la memoria son similares a los efectos
amnésicos cldsicos que son observados de forma posterior a la administracion de algunas
drogas anticolinérgicas, como es el caso de la escopolamina, antagonista muscarinico
(Mintzer y Griffiths, 2003b; Rammsayer et al., 2000). Sin embargo, a pesar de sus efectos
amnésicos, tanto la administracion de diazepam como la de escopolamina, puede ser
asociada por distintas especies con respuestas condicionadas durante el aprendizaje de
procedimientos de discriminacion de estimulos, como es el caso de la tarea de
discriminacién de drogas, sin que hasta el momento se haya evaluado el efecto de las
benzodiacepinas sobre la capacidad de los organismos para discriminar farmacos
anticolinérgicos.

Por lo tanto el objetivo del presente estudio fue analizar en ratas el efecto inmediato, el
efecto a largo plazo (90 dias) y el efecto de la abstinencia a la benzodiacepina diazepam,
sobre la recuperacion de informacion en una tarea de discriminacion de estimulos,
empleando como estimulo discriminativo la administracion del farmaco antimuscarinico

escopolamina.



2. BENZODIACEPINAS
2.1. Definicion y desarrollo

Las benzodiacepinas son los sedantes hipndticos mas importantes en la farmacologia
contemporanea. El mecanismo de accion de las benzodiacepinas contribuye en grados
variables a los efectos sedantes, hipndticos, relajantes musculares, ansioliticos y
anticonvulsivos que caracterizan a este grupo farmacologico.

Los sedantes hipndticos antiguos deprimen al Sistema Nervioso Central (SNC) de una
manera dependiente de la dosis (Goodman y Gilman, 2007), a diferencia de las
benzodiacepinas, las cuales tienen s6lo una capacidad limitada para generar depresion
profunda y potencialmente letal del SNC, por lo que también son utilizadas para generar
sedacion y amnesia antes o durante procedimientos quirdrgicos u operatorios (Goodman y
Gilman, 2007).

Es importante mencionar, que si bien las benzodiacepinas tienen un efecto tanto sedante
como hipnotico, estos dos efectos no son iguales y tampoco se producen con la misma
intensidad. La diferencia entre sedantes e hipndticos radica basicamente, en que los
primeros disminuyen la actividad, moderan la excitaciéon y tranquilizan en general a la
persona que los recibe, mientras que un hipnotico produce somnolencia y facilitan el inicio
y la conservacion de un estado de suefio similar al suefio natural en cuanto a sus
caracteristicas electroencefalograficas (Goodman y Gilman, 2007). La produccion de un
efecto predominantemente sedante o hipnotico depende del tipo de benzodiacepina
administrada, de su estructura quimica y de sus propiedades especificas, de aqui que para el
tratamiento terapéutico de casos particulares se prescriban benzodiacepinas de forma

diferencial. Actualmente existen una gran variedad de estos farmacos y se siguen



sintetizando nuevos compuestos con el fin de abarcar la mayor cantidad posible de
sintomas, asi como de lograr benzodiacepinas cada vez mas especificas y efectivas.

El término benzodiacepina se refiere a la parte de la estructura compuesta por un anillo de
benceno fusionado con un anillo de diacepina de siete miembros (Goodman y Gilman,
2007). Diversas modificaciones en la estructura de los sistemas de anillos han producido
compuestos con actividad similar. De esta forma un sustitutivo metilo en la posicion cuatro,
es un aspecto estructural importante del antagonista de la benzodiacepina conocido como
flumacenil (Haefely, 1994). Ademas de los derivados de la benzodiacepina, se han
sintetizado varios compuestos no benzodiacepinicos que compiten con las benzodiacepinas
clasicas o con el flumazenil, por los sitios de union especificos en el SNC(Gardner et al.,
1993).

Desde la antigliedad se han utilizado sustancias y compuestos con el fin de inducir el suefio
o disminuir los niveles de estrés en humanos. El primer agente que se introdujo de manera
especifica como sedante y poco después como hipnoético, fue el bromuro, lo cual ocurri6 a
mediados del sigo XIX (Goodman y Gillman, 2007). El perfeccionamiento de métodos mas
especializados para valorar los efectos de estos farmacos prepararon la escena para que en
1950 Leo H. Sternbach sintetizara el clordiacepoxido, la primera benzodiacepina
tranquilizante, asi como del descubrimiento de su peculiar patréon de acciones por Randall
(Sternbach, 1980). La sintesis del clordiacepoxido ocurrid6 de manera fortuita. Cuando la
obtencion de diversos compuestos tenia por intencion principal lograr uno que tuviera
marcados efectos tranquilizantes y relajantes en el organismo, Sternbach sintetizo muchas y
diferentes heptoxdiacinas, compuestos que constan de anillos con siete elementos. La
busqueda de Sternbach alcanz6 la sintesis de cerca de cuarenta compuestos, después de lo

cual, encontrd que la estructura designada de estas heptoxdiacinas era incorrecta: no eran



compuestos con anillos de siete elementos, sino anillos de seis elementos: quinazolinas de
tres Oxidos (Sternbach, 1980). Sternbach decidi6 tratar una de aquellas quinazolinas con
metilamina, una amina primaria, de esta forma logr6é un nuevo compuesto, el Ro 5-0690, el
cual resultd tener efectos hipndticos y sedativos completamente inesperados en ratones
(Randall, 1961). Posteriormente, el andlisis quimico evidencié que el tratamiento con
metilamina del precursor no result6 en el derivado esperado, en lugar de ello se produjo un
reacomodamiento y alargamiento del anillo heterociclico que derivo en una estructura de
anillos de siete miembros (Sternbach, 1980). El Ro 5-0690 fue a diferencia de los otros
compuestos, un resultado del tratamiento con metilamina y no un derivado directo de la
quinazolina, al que se nombré metaminodiacepoxido, posteriormente modificado a
clordiacepoxido (Sternbach, 1980).

Los efectos mas impactantes, durante el periodo de evaluacion del nuevo farmaco, fueron
los cambios conductuales inducidos en animales agresivos. A raiz de estos
descubrimientos, el clordiacepoxido fue evaluado durante muchos afios en una gran
cantidad de especies animales en laboratorios, con el objeto de comprobar y ratificar los
efectos conductuales para los que habia sido creado: reduccién en la irritabilidad,
agresividad y conductas violentas, disminucion en la actividad locomotora, relajacion y
distension muscular, efectos analgésicos, antiinflamatorios e incluso, bajo administracion
crénica, como estimulante del apetito (Randall, 1961). Ademads, los efectos adversos
evaluados en aquel entonces, resultaron ser minimos: una toxicidad casi inexistente y
ausencia absoluta de efectos teratdgenos, sumado a una alteracion insignificante de la

frecuencia cardiaca y la presion sanguinea (Randall, 1961).
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2.2. Farmacocinética y farmacodinamia de las benzodiacepinas
2.2.1. Farmacocinética

Todas las benzodiacepinas son bases orgédnicas débiles, son muy liposolubles y se absorben
rapido y completamente por via oral, salvo el clorazepato que se descarboxila rapidamente
en el jugo géstrico para luego absorberse por completo (Goodman y Gilman, 2007). La
velocidad de absorcion de las benzodiacepinas, depende de varios factores, siendo el mas
importante la lipofilidad. La solubilidad en los lipidos es primordial para determinar la
velocidad a la que un sedante hipndtico penetra el SNC. Asi, los efectos en SNC de los
farmacos y compuestos menos liposolubles, serdn de inicio mas lento, como es el caso del
clordiacepoxido y lorazepam. Las propiedades fisicoquimicas y farmacocinéticas de las
benzodiacepinas afectan en gran medida su utilidad clinica. En la forma no ionizada, todas
se distribuyen de manera alta en lipidos y agua; de todas maneras, su lipofilidad varia mas
de 50 veces, segun la polaridad y la electronegatividad de los diversos sustitutivos
(Goodman y Gilman, 2007).

La actividad de las benzodiacepinas de acuerdo a su vida media, es decir el tiempo que pasa
después de una sola dosis para que la concentracion en la sangre disminuya a la mitad de su
valor méaximo, se pueden clasificar en las siguientes cuatro categorias: 1) benzodiacepinas
de accion ultra breve, 2) agentes de accidon breve con vida media menor de seis horas, 3)
agentes de accion intermedia con una vida media de 6 a 24 horas y 4) agentes de accion
prolongada con una vida media mayor a 24 horas (Goodman y Gilman, 2007).

El comienzo de la accidon de las benzodiacepinas después de una dosis oral refleja el grado
de absorcion gastrointestinal (aproximadamente 30 min.), la duraciéon de la accion

demuestra el porcentaje de distribucion en tejidos periféricos, asi como el grado de unién a
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proteinas plasmaticas y el porcentaje de aclaramiento y eliminacion (Goodman y Gilman,
2007).

Las benzodiacepinas son transportadas por la circulacion sistémica a la circulacion cerebral
capilar, estos agentes tienen alto grado de union, del 80-95%, a proteinas plasmaticas,
albumina principalmente y debido a su escasa fraccion libre, pasan poco al liquido
cefalorraquideo. El diazepam es la benzodiacepina mas soluble, es por ello que atraviesa
rapidamente la barrera hematoencefélica, realiza un rapido equilibrio entre la sangre y el
tejido cerebral y se concentra con facilidad en este Gltimo (Goodman y Gilman, 2007).

En general las benzodiacepinas son metabolizadas primariamente por enzimas
microsomales hepdticas, sufriendo oxidacion microsomal (fase I) y luego
glucuronoconjugacion (fase II) (Goodman y Gillman, 2007). La mayoria de las
benzodiacepinas deben ser primero oxidadas (metabolitos activos, fase I) y luego
conjugadas (metabolitos inactivos, fase II). Los metabolitos oxidados son activos y pueden
ligarse o unirse al receptor de las benzodiacepinas. Los metabolitos glucurono-conjugados
son inactivos y se excretan con facilidad (Goodman y Gilman, 2007).

Otros agentes benzodiacepinicos de vida media mas prolongada producen metabolitos que
pueden circular por mas de 200 horas en plasma. Cuando se utilizan drogas de vida media,
las dosis repetidas se acumulan incrementando la probabilidad de producir sedacion
matinal, pero aparentemente sin un efecto “rebote” de insomnio (Kaplan, 1980).

La eliminacion del farmaco ocurre por filtracion y secrecién tubular principalmente
metabolitos glucurono-conjugados y en menor cantidad los oxidados.

En el caso particular del diazepam, benzodiacepina cuyo nombre comercial es Valium® y

sus principales vias de administracién son: oral, intramuscular, intravenosa y rectal, la vida
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media es de aproximadamente 43 + 13 horas. Su aplicacion terapéutica, tiene como
objetivo el tratamiento de: trastornos de ansiedad, estado epiléptico, relajacion del misculo

estriado y premedicacion anestésica (Kaplan, 1980).

2.2.2. Farmacodinamia

Las benzodiacepinas son agonistas alostéricos del acido gamma-aminobutirico (GABA), el
neurotransmisor inhibitorio més importante del SNC, la gran mayoria de la actividad
farmacologica de las benzodiacepinas es producida por el aumento de los efectos de este
neurotransmisor sobre sus receptores tipo GABAa (Haefely, 1994). El GABA es capaz de
unirse e interactuar con tres tipos de receptores especificos: el receptor GABAA, el GABAB
y el GABAc, cada uno de ellos con propiedades fisioldgicas y farmacoldgicas diferentes,
siendo el GABAA el mas importante en relacion a los efectos de las benzodiacepinas (Polc,
1988; Mehta y Ticku, 1999). El receptor GABAA es de especial relevancia, por ser el de
mayor presencia en el SNC en cuanto a neurotransmisores inhibitorios se refiere, asi como
por su amplia distribucion en el SNC y por tener la particularidad de poseer un sitio de
unidn para las benzodiacepinas (Tan, 2007).

El receptor GABAA pertenece a la familia de receptores ionotrdpicos, es decir receptores
asociados a un canal i6nico y activados por ligando, estos receptores combinan en su
estructura sitios de union al ligando con un canal idnico o iondforo, para el caso de los
GABAA este canal es un clor6foro o canal de cloro. Una vez activados por el
neurotransmisor, los receptores GABAA operan mediante la apertura de canales de cloro, lo
cual aumenta la conductancia para este i6n y produce efectos inhibitorios por
hiperpolarizacion de la célula. Las benzodiacepinas son agonistas alostéricos GABAA, es

decir, tienen afinidad por un sitio de unién diferente al del ligando enddgeno, producen sus
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efectos en el SNC incrementando el influjo de iones a través del canal del receptor y
aumentando de esta forma la inhibicion GABAérgica (Maubach et al., 2004; Kash et al.,
2004; Hanson, 2008).

Los receptores GABAA son principalmente postsindpticos y estan conformados por un
ensamble heteropentamérico constituido por cinco subunidades, de las que a la fecha se han
descrito diversas clases: al-6, p1-3, y1-3, 9, €, 0, my p1-3 (Kash et al., 2004; Macdonald,
1994). Existe a su vez una familia de subunidades del receptor GABAa (pl-3) que
constituyen a un receptor ionotropico atipico, por ser insensible al antagonista GABAa
conocido como bicuculina asi como a las benzodiacepinas, razon por la que se ha propuesto
como un receptor diferente y al que se denominaria GABAc. Finalmente, el tercer receptor
GABA¢rgico es el receptor GABAB el cual es un receptor metabotropico o asociado a
proteina G (Mehta y Ticku, 1999).

El sitio de unidn de las benzodiacepinas se localiza en la cara superficial extracelular de los
receptores GABAA y estd formado por residuos localizados en al menos seis regiones no
continuas en la interfase oy, designados histéricamente como “Loops A-F” (Sigel, 2002).
Las subunidades a y B, se presentan en la mayoria de receptores GABAA, siendo
recurrente también la presencia de por lo menos una o mas de las otras subunidades, entre
las que destaca la y2 por aparecer con mayor frecuencia, pero sobre todo, por poseer una
caracteristica importante, ya que se ha sefialado que la presencia de esta subunidad se
asocia al 90% de los sitios a los que la benzodiacepina puede llegar a adherirse en el SNC
(Gunther et al., 1995), aunque se refiere a cualquiera de las subunidades que van de al a
a4 como el sitio de accion propiamente de las benzodiacepinas (Rudolph y Mohler, 2004).

Lo anterior explica que la mayor sensibilidad a benzodiacepinas involucre la presencia de
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al menos alguna de estas subunidades en combinaciéon con cualquier subunidad f y la
subunidad y2, siendo ademads este tipo de receptores los de mayor prevalencia en el cerebro,
como ejemplifica el caso de la combinacion alp2y2, la de mayor distribucion en el SNC
(Mohler, 2002).

El receptor GABAA posee un perfil farmacoldgico complejo, ya que esta asociado con la
union a varios ligandos estructuralmente diversos, entre los cuales se incluyen:
moduladores positivos, agonistas que potencian efectos del GABA mediante aumento en la
conductancia del i6n Cloro (flurazepam y zolpidem, por ejemplo), moduladores negativos,
agonistas inversos que inhiben el efecto GABAérgico (como el DMCM) y moduladores
cero, antagonistas que se unen al sitio de benzodiacepina, pero no tienen efecto alguno en
el comportamiento del receptor (siendo ejemplo de esto el Ro 15-1788) (Hanson, 2008).
Cabe mencionar que en lo que a este tema especifico se refiere, tanto los elementos
estructurales que relacionan la unién de la benzodiacepina a la modulaciéon positiva o
negativa del GABA, como los mecanismos mediante los cuales ligandos especificos de
benzodiacepinas potencian dicha modulaciéon, donde otros la inhiben (eficacia de la
benzodiacepina), son datos de suma relevancia, que a la fecha se ignoran o se conoce muy

poco acerca de estos.
2.3. Efectos de las benzodiacepinas

Como se menciond anteriormente, las benzodiacepinas se encuentran entre las drogas
psicoactivas mas ampliamente prescritas y consumidas. Su espectro farmacoterapéutico
incluye el tratamiento de la ansiedad, el estrés, el insomnio, la epilepsia, el sindrome de
abstinencia al alcohol, entre otros, y aunque las benzodiacepinas son farmacos bien

tolerados y con un amplio margen de seguridad presentan algunos efectos adversos. Hasta
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la década de los setenta, se asumi6 que las benzodiacepinas no tenian efectos cognitivos de
mayor relevancia. Ahora en cambio, se sabe con claridad, que el uso de benzodiacepinas,
puede tener un impacto evidente en la cognicion humana, siendo los efectos mas comunes e
importantes, la sedacion, la disminucion en la capacidad de atencion y los problemas de
memoria (Buffet-Jerrott, 2003).

En el caso particular de la sedacion inducida por la administracion de benzodiacepinas, no
fue considerada en un principio un efecto indeseado pues ayudaba a mantener en calma a
pacientes previo a una intervencion quirurgica, por lo que fue hasta el tratamiento clinico
por medio de su uso diario para tratar la ansiedad, que su apariciéon se considerd
contraproducente e indeseable (Buffett-Jerrott, et al, 2002). A partir de ello, diversos
reportes, tanto de observadores como de los propios participantes, han referido de forma
subjetiva que la administracion de benzodiacepinas induce niveles elevados de sedacion,
mientras que la medicion objetiva ha podido corroborar una disminucion en la ejecucion de
tareas de velocidad psicomotora y de procesamiento cognitivo posterior a la administracion
de benzodiacepinas (Buffett- Jerrott, et al, 2002).

En lo que al efecto de las benzodiacepinas sobre los componentes atencionales se refiere,
diversos estudios demuestran que la velocidad y precision durante la ejecucion de tareas de
atencion presentaron una evidente disminucion y deterioro en sujetos tratados con
diazepam (Weingartner, 1993; Vidailhet, 1994; 1996; Coull, 1995). Resultados similares se
han reportado para las benzodiacepinas triazolam (Carter, 1998; Weingartner, 1992),
alprazolam (Weingartner, 1995) y oxazepam (Buffett-Jerrott, 2002).

Tanto los efectos de sedacion como los problemas de atencion han sido asociados en mas
de alguna ocasion con el efecto amnésico producido por las benzodiacepinas (Buffet-

Jerrott, 2003), algunos estudios en los que se ha empleado andlisis de covariancia han
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senalado una relacion entre la sedacion y el efecto negativo inducido por benzodiacepinas
en diferentes tareas de memoria (Buffet-Jerrott, 2003; Bishop, 1995). Aunque dificultades
importantes para separar el efecto sedante del amnésico son frecuentemente asociadas a
caracteristicas propias del instrumento empleado, ya que en ocasiones este no mide
estrictamente sedacion y presenta un evidente y amplio componente de memoria, lo que
puede vincular innecesariamente a ambos procesos (Buffett-Jerrott, 2002).

Por su parte, los problemas atencionales inducidos por la administracion de
benzodiacepinas, tienden a ser confundidos con dificultades psicomotoras, las cuales
podrian influir a su vez en la ejecucion de tareas que evaltan los procesos de consolidacion,
recuperacion y evocacion de la informacion (Curran, 1993). A diferencia de lo ocurrido con
la sedacion, diversos analisis han demostrado la inexistencia de intervencion alguna por
parte de los impedimentos atentivos sobre aquellos relacionados con memoria (Buffett-
Jerrott et al., 1998).

Adicionalmente, una consideracion de suma importancia en relacion con al tratamiento con
benzodiacepinas es que la administracion prolongada de este tipo de compuestos produce
tolerancia, dependencia y sindrome de abstinencia. El sindrome de abstinencia se
constituye por un conjunto de sintomas y signos que resultan de la suspension subita en la
administraciéon de una droga. Para las benzodiacepinas, la abstinencia se caracteriza por
irritabilidad, ansiedad, temblor, cambios sensoperceptuales e incluso alucinaciones o una
gran variedad de patrones convulsivos, usualmente generalizados (Lader, 1994; Doble y
Martin, 1996). El efecto del sindrome de abstinencia sobre los procesos cognoscitivos no ha
sido suficientemente explorado, por lo cual en el presente estudio también se analizara el
efecto del sindrome de abstinencia a benzodiacepinas sobre un proceso de memoria

derivado del aprendizaje asociativo (discriminacion de estimulos colinérgicos).
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2.4. Efectos de las benzodiacepinas sobre la memoria

El efecto amnésico de las benzodiacepinas ha sido ampliamente estudiado (Buffett-Jerrott,
2002). La razén obedece a varios motivos, primero que el uso regular de las
benzodiacepinas puede derivar en un deterioro tal de la memoria que afecte la vida diaria
del consumidor. Segundo, a que los efectos amnésicos de las benzodiacepinas son similares
a los sintomas de la amnesia organica, por lo que el estudio de los efectos de dichos
farmacos ha estado orientado a entender mejor los mecanismos neurofisioldogicos que
subyacen a las amnesias (Gonheim, 1990). A lo anterior hay que agregar las ventajas
metodoldgicas y técnicas del uso de las benzodiacepinas en el desarrollo de procedimientos
mas precisos y exactos, como es la facilidad que ofrece a investigadores obtener grupos
comparables, pudiendo fungir los participantes del grupo experimental como sus propios
controles (Gonheim, 1990). Adicionalmente, el empleo de herramientas farmacoldgicas
(como en su caso las benzodiacepinas) en el estudio de la memoria es de suma utilidad para
determinar si estos compuestos afectan diferencialmente los distintos sistemas y procesos
de memoria propuestos por los diversos tedricos, si estos sistemas son distintos entre si
tedricamente, o si constituyen en si procesos de la misma funcién cognitiva, so6lo
empiricamente separables (Gonheim, 1990; Buffett-Jerrott, 2002). La evidencia
experimental especifica sobre el efecto de las benzodiacepinas en la memoria serd referida
en el siguiente apartado, una vez descritas las caracteristicas, procesos y sistemas de

memoria que se han derivado de su estudio neurocientifico.
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3. MEMORIA

3.1. Definicion de la memoria

Desde su origen, el estudio y andlisis de la memoria ha sido motivo de tres disciplinas
principales: la filosofia, la psicologia y mas recientemente la biologia. Pero ha sido, sin
duda alguna, la convergencia de la psicologia y la neurobiologia lo que ha conducido a una
nueva dimension de conocimiento acerca del aprendizaje, la memoria y los mecanismos
que subyacen a su funcionamiento (Squire, 2009). Actualmente se sabe de la existencia de
distintos sistemas de memoria, de la participacion de diferentes estructuras cerebrales que
llevan a cabo funciones especificas, de la codificacion de la memoria en células nerviosas
particulares, asi como de su dependencia de cambios en la fuerza de sus interconexiones
(Squire y Kandel, 2009).

Segun Baddeley en su publicacion: Memoria humana: teoria y practica, la memoria
humana es un sistema para el almacenamiento y la recuperacion de informacion, misma que
es obtenida mediante los sentidos (Baddeley, 1999).

La memoria es un proceso cognoscitivo, el cual se encarga de codificar, almacenar,
organizar y recuperar informacion, dicho almacenamiento de la informacion comprende
desde fracciones de segundos hasta una vida entera y desde diminutos almacenes de
informacion hasta el sistema de memoria a largo plazo, que parece exceder ampliamente en
capacidad y flexibilidad al mayor ordenador disponible (Baddeley, 2000).

Debido a que el aprendizaje y la memoria son procesos interdependientes Bermudez y
Prado (2001) definen a ambos procesos como propiedades del sistema nervioso que
permiten adquirir, retener y evocar diferentes tipos de informacion. Esto faculta a los

organismos para tomar ventaja de las experiencias previas, con el fin de resolver los
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problemas actuales que impone el medio ambiente, por ejemplo, reconocer estimulos
familiares, predecir eventos, regresar a lugares especificos y evaluar las consecuencias de
diversas conductas.

Un sistema de memoria se define por sus mecanismos de adquisicidon, retencidon y
evocacion, los cuales se rigen por reglas de operacion tnicas. Es decir, dos o mas sistemas
son caracterizados por reglas de operacion fundamentalmente diferentes (Bermudez y
Prado, 2001). Sin embargo, también se propone que hay un sélo sistema de memoria en el
que existen multiples procesos de operacion o multiples formas de acceder a su contenido
(Squire, 2004).

De acuerdo a la literatura en el campo de las neurociencias, la memoria es el proceso que
permite codificar, almacenar y recuperar informacién y que cuenta con procesos
constitutivos ~ habitualmente  secuenciales,  siendo  estos, la  adquisicién
(registro/codificacion), la consolidacion, la retencion (almacenamiento) y la recuperacion
de la informacion (evocacion). La codificacion se refiere al impacto del estimulo sobre el
sistema nervioso y a la formaciéon de una representacion en la memoria del mismo. La
codificacion es un proceso que consiste en la conversion de un estimulo sensorial a una
forma que pueda ser situada en la memoria, para posteriormente ser adquirido o aprendido
y representa la primera fase del procesamiento mnemonico. La consolidacion es el proceso
de formacion en un registro mediante lo recién adquirido y aprendido, este es el paso de la
memoria a corto plazo (MCP) a la memoria a largo plazo (MLP). Es ademas una etapa
intermedia, en la que una porcion de recuerdo que perdura de manera permanente se forma
a través de una reorganizacion gradual en informacion que puede ser almacenada o
retenida. La consolidacion y almacenamiento ocurren preponderantemente en el

hipocampo, en el lobulo temporal medial, o bien en la neocorteza, donde la nueva
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informacion se mantiene; este proceso ha sido asociado tanto con la sintesis de proteinas
como con los cambios estructurales de los circuitos neuronales en dichas areas. La
retencion consiste en que la representacion de la informacidon esté disponible
posteriormente. Finalmente, la recuperacion hace referencia al proceso de evocar la
informacion que previamente se almacend, implica extraer informacion proveniente del
almacenamiento para ser evocada o recordada, siendo esta la tltima fase de la memoria y

completando asi el proceso integro (Rains, 2001; Ghoneim, 2004).

3.2. Historia del estudio cientifico de la memoria

Con la introducciéon de la nocidn de silabas sin sentido estandarizadas como componentes
en evaluaciones homogéneas, por parte del psicologo Ebbinghaus en 1885, se inicid el
estudio objetivo y cuantitativo de la memoria. La principal contribucion de Ebbinghaus
consistio en la determinacion de tres fases experimentales para el estudio de la memoria:
fase de codificacion (presentacion del material al sujeto), intervalo de retencion y
finalmente la fase de recuperacion de lo previamente codificado (Ghoneim, 2004).

Apenas un lustro después el psicologo William James, introdujo una importante distincion,
dividiendo la memoria en dos tipos: la memoria primaria y la memoria secundaria (1980,
citado en Baddeley, 2000). La primera, a corto plazo, dura de segundos a minutos y es
esencialmente una extension del presente, a diferencia de la MLP, cuya duracion puede
alcanzar semanas, meses o perdurar hasta el final de la vida, involucrando asi, la busqueda
en el pasado (Squire, 2009).

A principios del siglo veinte, como consecuencia del éxito de los estudios de Ebbinghaus
en memoria humana, e inspirado por la idea de Darwin que sustentaba la evolucion de las

capacidades mentales humanas a partir de las mismas en animales menos complejos, el
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fisiblogo Ivan Pavlov y el psicologo Edward Thorndike, desarrollaron modelos animales
para el estudio del aprendizaje. Trabajando de manera independiente cada uno descubrié un
método experimental distinto para estudiar y explicar la conducta: Pavlov logro el
descubrimiento del condicionamiento clasico, mientras que Thorndike describe el
aprendizaje por ensayo y error y establece la ley del efecto, base para el desarrollo del
condicionamiento instrumental, conocido mdas popularmente como condicionamiento
operante (Squire, 2009). En el condicionamiento clasico, el animal aprende a asociar dos
eventos, asociacion que se traduce en la emision de una respuesta ante la presentacion de
solamente uno de los dos eventos; en el condicionamiento instrumental el animal aprende la
asociacion entre respuestas y sus consecuencias, lo cual modifica de manera gradual la
conducta del organismo (Squire, 2009). Este tipo de estudio, devino en una tradicion
empirica a la que se llamé conductismo, que terminé por cambiar el rumbo del estudio de la
memoria. El conductismo, liderado por Watson, quien argumentaba que la conducta podia
ser estudiada con el mismo rigor que cualquier ciencia natural. A mediados del siglo XX, el
psicologo Bartlett, demostrd que la memoria es sorprendentemente fragil y susceptible a la
distorsion (Squire, 2009).

En 1957 el trabajo de Brenda Milner (Scoville y Milnner, 1957) y el estudio del paciente
H.M., permitieron identificar la importancia del 16bulo temporal medio y especialmente del
hipocampo en la formacion de nuevas memorias. Estos estudios sentaron la base para
distinguir con fundamentos neurocientificos a diferentes tipos de memoria, este es el caso
de la memoria declarativa y la memoria para habilidades motoras (de procedimiento).

Una década después, en los albores de los sesenta, Atkinson y Shiffrin publican un vasto
articulo en el que describia sistemas de memoria basados en la temporalidad de la

informacion. Atkinson y Shiffrin, describen entonces a la memoria sensorial, la MCP y la
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MLP. La MCP recibe informacion de los registros sensoriales (visual, auditivo, etc.) y
mediante una evaluacion continua determina cudles de los contenidos son transferidos a la
MLP, o se pierden por el ingreso de nueva informacion. La MLP es vista como un almacén
permanente en el que la informacién se mantendria de manera indefinida o seria sujeta a
una eliminacidon autonoma (Atkinson y Shiffrin, 1968; 1971; Ghoneim, 2004).

En la década de 1970, la profundizacién y delimitacion de los términos siguid con la
distincion propuesta por Tulving para diferenciar dos tipos de memoria a largo plazo: la
memoria episddica, aquella que registra eventos (momentos y lugares) particulares que una
persona ha experimentado a lo largo de su vida y la memoria semantica, encargada de
registrar los hechos o conocimientos generales que una persona ha aprendido a lo largo de
su vida (Tulving, 1972). La recuperacion episddica se acompana de la autoconciencia. La
memoria semantica, en cambio, se caracteriza por la ausencia de dicho tipo de conciencia,
asi, mientras en la memoria episddica la reconstruccion de un recuerdo viene acompafiado
de elementos emotivos y cognitivos, entre otros, en la semantica no existe sensacion alguna
de revivir la experiencia, puesto que no existe una referencia que permita asociar el
recuerdo con la experiencia previa (Tulving, 1972). Tulving incorpord posteriormente un
tercer sistema: memoria de procedimiento, sistema que comprende la memoria relacionada
a los fendmenos perceptuales, motores y cognitivos.

Schacter, un alumno de Tulving, desarrolld6 una dicotomia mdas para el concepto de
memoria a largo plazo, distinguiendo la memoria explicita de la implicita, refiriendo la
primera a la recoleccion intencional y consciente de experiencias previas, y la segunda a
cambios en la conducta producto de experiencias previas en evaluaciones que no requieren

de ninguna recoleccidn intencional o consciente (Schacter, 1992).
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Hacia 1974, Baddeley y Hitch propusieron un concepto alternativo al de memoria a corto
plazo, introduciendo el término memoria de trabajo, formada por tres componentes capaces
tanto del almacenamiento como de la manipulacion de la informacién: un bucle fonolégico,
responsable de la manipulaciéon de informacién basada en el lenguaje, una agenda viso-
espacial, para el mantenimiento de informacion visual y espacial, asi como para la creacion
y manipulacion de imdgenes visuales, y por ultimo, un ejecutivo central para el control de
la atencion (Baddeley, 1999). Esta propuesta fue posteriormente descartada, por la
inconsistencia prevaleciente entre una gran cantidad de informacion y la composicion
teorica del sistema (Ghoneim, 2004). Razén por la que posteriormente Baddeley sugirié un
cuarto componente, al que llamo buffer episddico, asumiendo que actia como un sistema
de almacenamiento temporal capaz de retener informacion de los subsistemas que
componian la memoria de trabajo, para posteriormente integrarla y vincularla con la
memoria a largo plazo (Baddeley, 1999). Dicho buffer episddico estaria controlado por un
ejecutivo central, el cual hace uso de la consciencia para recuperar la informacioén
(Baddeley, 1999).

Es a finales de la década de los setenta, que el neurobidlogo Eric Kandel, inicia la
investigacion de los mecanismos moleculares de la memoria. Dichas investigaciones
permitieron comprender mejor el papel de la sinapsis durante el aprendizaje y la memoria a
través del trabajo experimental en un modelo invertebrado, el molusco marino Aplysia y
del trabajo con ratones (Ghoneim, 2004). La Aplysia presenta una importante ventaja de
estudio experimental, mientras que el cerebro humano se estima esta constituido por cien
mil millones de neuronas, el sistema nervioso central de la Aplysia, tiene aproximadamente
veinte mil neuronas. Ademads, otra gran ventaja de la Aplysia, es el que la mayoria de sus

pocas neuronas son distinguibles y pueden ser identificables como células tnicas entre un
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animal y otro, en parte por la gran magnitud de sus dimensiones (algunas llegan a medir un
milimetro de didmetro), lo que permite su reconocimiento incluso prescindiendo de
microscopio alguno. De esta forma se puede establecer un correlato entre la actividad
conductual y la actividad neuronal individual y sistémica, lo que permitio establecer la
participacion de células especificas involucradas en conductas simples, sus conexiones y
sus comportamiento en el circuito neuronal que le subyace al aprendizaje del animal
(Squire, 2009). La Aplysia, a pesar de ser un organismo simple, tiene la capacidad para
desarrollar diversos tipos de aprendizaje, asi como el uso de memoria a corto y largo plazo.
De esta manera, la Aplysia es capaz de presentar habituacion (por ejemplo, la habilidad
para aprender a ignorar un estimulo benigno que resulta trivial y carente de informacion),
sensibilizaciéon (por ejemplo, una mayor respuesta de miedo en el que los animales
aprenden a modificar su conducta cuando un estimulo supone una amenaza o riesgo
potencial), asi como la capacidad para aprender asociaciones correspondientes tanto al
condicionamiento clasico como operante (Squire, 2009). En resumen, lo que Kandel
demostré en la Aplysia, fue que ante la presencia de estimulos con caracteristicas
especificas ocurrian determinados cambios quimicos en la sinapsis, resultando estos
cambios en la base de la memoria a corto plazo, mientras que la asociacion entre estimulos
causaron cambios neuroquimicos y funcionales tanto en células presindpticas como
postsinapticas, lo que resulto ser la base de la memoria a largo plazo (Ghoneim, 2004).

Como bien ilustran el desarrollo y progreso hasta ahora descritos, la memoria como objeto
de estudio ha visto sometida su evolucion a perspectivas y paradigmas de diferentes lineas
teodricas y practicas, tal ha sido el caso del conductismo, el cognoscitivismo, la biologia y a
fechas mas recientes, la biologia molecular. Cada forma de acercamiento ha aportado

importantes avances en diferentes niveles, dependiendo de variables tan cambiantes, como
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el desarrollo cientifico y técnico, el momento histérico en que se emprende un estudio o

bien la tendencia de la ciencia en ese momento particular.
3.3. Clasificacion de la memoria

La memoria humana es entonces clasificable en sistemas y procesos, entendiendo por
sistemas los tipos de memoria que son discriminables entre si por sus caracteristicas
diferenciales, el tipo de informacion, las distintas estructuras y sistemas cerebrales
asociados a su funcionamiento y funciones conductuales especificas sobre las que
interviene. Los procesos, en cambio, son los elementos por los que la memoria estd
constituida y cuyo preciso funcionamiento es primordial para la correcta ejecucion de la
funcion cognoscitiva. De esta manera, la memoria se clasifica en sistemas segin parametros
temporales (a corto y largo plazo), niveles de consciencia (explicita e implicita) y
contenidos (eventos y hechos).

Una de las primeras clasificaciones de la memoria (Atkinson y Shiffrin, 1968; 1971) se
basa en la temporalidad del almacenamiento de la informacion, esta clasificacion contempla
a la memoria sensorial, la memoria a corto plazo y la memoria a largo plazo. La memoria
sensorial comprende breves impresiones sensoriales que permanecen posteriores a la
extincion de un estimulo, este proceso ocurre de manera automatica, sin control voluntario
alguno. La memoria a corto plazo, por su parte, es un proceso con una capacidad pequeiia
de almacenamiento y de duracién breve, en este proceso el individuo atiende de manera
activa a estimulos (Murdock, 1971), a diferencia de la memoria a largo plazo la cual tiene
una capacidad y duracidn ilimitada.

Las caracteristicas de los dos tipos principales de almacenamiento con base en parametros

temporales (MCP y MLP), se describe en el siguiente esquema (ver tabla 1).
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MEMORIA

MEMORIA A CORTO PLAZO (MCP)

MEMORIA A LARGO PLAZO (MLP)

Almacenamiento temporal
Capacidad limitada
Decaimiento extremadamente rapido

Representaciones auditivas, verbales y
lingtiisticas
La informacion se presenta en un

formato muy superficial

No requiere cambios anatomicos o
nueva sintesis de proteinas para ser
retenida

Almacenamiento permanente
Capacidad ilimitada
Rango mas lento de olvido

Formas semanticas, visuales y
temporales de almacenamiento

Informaciodn se almacena en términos
de significancia individual

Requiere cambios estructurales y
nueva sintesis de proteinas en el
cerebro

Tabla 1. Caracteristicas de memoria a corto y largo plazo (Atkinson y Shiffrin, 1968; Feldman,
2002; Gazzaniga, 2002; Dudai, 2004).

La MLP es a su vez dividida en distintos sistemas de memoria, como ya se menciond en
funcion del tipo de informacion, los procesos, la funcion de la memoria y las estructuras o
sistemas cerebrales que le subyacen. La principal division que se ha propuesto de la MLP
es la que la subdivide en la memoria explicita o declarativa y la memoria implicita o no-
declarativa, ambos tipos son distinguibles entre si y ampliamente estudiados (Gonheim,
1990; Squire, 2004).

En los seres humanos la division entre memoria explicita e implicita se basa en parte en el
caracter consciente o inconsciente del proceso y en la participacion de la experiencia previa
como un facilitador para la evocacion de la informacion. Asi pues, se hace uso de la
memoria explicita cuando el participante estd plenamente consciente de que su memoria
estd siendo evaluada, razon por la que debe procurar recordar la experiencia previa sin

facilitacion alguna posible. Caso contrario es el de la memoria implicita, en la cual el sujeto
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es inconsciente del proceso de memoria, de la evaluacion a la que esta siendo sometido y
puede valerse de la facilitacion que la experiencia previa supone.

El nivel de consciencia que se tenga al evocar un recuerdo, determina por lo tanto si el tipo
de memoria del que se estd haciendo uso es explicita o implicita. Estas dos divisiones
tienen también un importante nimero de caracteristicas que son contrapuestas mediante el

siguiente diagrama (ver tabla 2).

MEMORIA A LARGO PLAZO

Explicita Implicita
* Consciente, autbnoma. * Inconsciente, automatica.
* Involucra recoleccion de la * Potencia el procesamiento de un estimulo
informacion. que fue presentado con antelacion.
* La informacion se evoca del pasado. * Ausencia de recuperacion de informacion

* El hipocampo y el 16bulo temporal sobre ocurrencia posterior.

medial son estructuras cerebrales * Diferentes formas dependen de diferentes
esenciales. regiones cerebrales, tales como:

, neocortex, estriado, cerebelo, amigdala...
* Evaluada generalmente a través de ’ ’ > amig

tareas de recuperacion, recuperacion * Evaluada por lo general con
con claves y reconocimiento. completamiento de palabras, asociaciones

) e . ” limitadas y tareas de asociacion libre.
* Las evaluaciones son “intencionales”:

se le indica al sujeto que atienda * Las evaluaciones son “incidentales”, al
cuidadosamente al material sujeto NO se le informa sobre el test
presentado en virtud de una subsecuente que evaluara lo que atiende
evaluacion subsecuente de lo que en el primero.

este. . .
recuerda de éste * A los sujetos NO se les pide recordar, se

* Se le pide a los sujetos que evoquen y les pide evocar y responder con la primera
reconozcan informacion previa. palabra que les venga a la mente.

Tabla 2. Diferencias entre la memoria explicita e implicita (Tulving, 1985; Squire, 1991; Gardiner,
2000; Aschcraft, 2001; Nader, 2003).

La memoria como funcion es un proceso distribuido, en el que intervienen diferentes

estructuras cerebrales y en el que un numero igual de regiones y estructuras cerebrales se
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ven involucradas en multiples sistemas (Ghoneim, 2004). Asi como la clasificacion de la
memoria puede elaborarse segin la temporalidad de la informacion o los procesos
involucrados, una taxonomia mas amplia debe incluir los componentes neurobiologicos de
la misma. La clasificacién de los sistemas de memoria a largo plazo que actualmente se
refiere mayormente en la literatura neurocientifica considera una organizacion de los
diferentes tipos de memoria con base en los procesos, contenidos o tipo de informacion
procesada, la funcion, asi como las estructuras cerebrales que le subyacen. Esta

clasificacion de la memoria se muestra en el siguiente diagrama (Figura 1).

Sistemas de memoria a largo plazo

DECLAAATVG
(egplici)

e ) (e ) |

l Lok Tarmgonal il Dvinoaiaiog J [ Esdriazo ] | Heaseries | i Carabals uu-mm.]

Figura 1. Taxonomia de la memoria a largo plazo (MLP) en los mamiferos y las estructuras
cerebrales asociadas (adaptado de Squire, 2004).
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3.4. Historia del estudio farmacoldgico de 1a memoria

A diferencia de lo que podria pensarse sobre el origen que la investigacion con drogas tiene
en la memoria, sus inicios preceden incluso al estudio sistematizado de la memoria iniciado
por Ebbinghaus. La nocién del efecto que las drogas tienen sobre la memoria, empez6 en
1799, cuando Sir Humphrey Davy describid el efecto del 6xido nitroso en la memoria
(Ghoneim, 2004). Durante muchos afos, el estudio de memoria con drogas, concerni6 de
manera casi exclusiva al 6xido nitroso, hasta que en 1848, John Snow reportd6 amnesia
asociada a la inhalacion de éter dietilico (Ghoneim, 2004).

Pero no fue sino hasta 1925, que Davidson report6 la primera investigacion experimental
controlada de una droga en la memoria y la cognicion, usando 6xido nitroso y acetileno
(Ghoneim, 2004). Ambos quimicos impedian la memoria, sin embargo dicho impedimento
fue posteriormente relacionado a la dificultad de la tarea empleada para evaluar la funcion y
a la alta concentracion de la droga administrada (Ghoneim, 2004). Los estudios con 6xido
nitroso se extendieron hasta la década de los cincuenta, logrando una mayor claridad y
precision con relacion al efecto que la droga tenia sobre la memoria; el 6xido nitroso
producia amnesia temporal, mediante el impedimento de la habilidad para almacenar
informacion nueva y asi reducir la interferencia de la informacién aprendida previamente a
la administracion de la droga.

A partir de entonces, las investigaciones con drogas hicieron especial énfasis en el método
de administracion de la droga y en la dosis, lo que condujo a los anestesidlogos a realizar
las contribuciones mas importantes mediante reportes clinicos. Especificamente Dundee,
Hardy y Wakely en la década de los sesenta, describieron las propiedades amnésicas de

diferentes medicamentos, identificando a las benzodiacepinas y la escopolamina como
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agentes farmacologicos causantes de diferentes tipos de amnesia, lo que llevo
posteriormente a ambas drogas a ser las mas investigadas por su relacién con la memoria
(Curran, 2000).

Con el resurgimiento de los estudios orientados hacia el aspecto psicologico y tedrico de la
memoria, mismo que suscita una larga serie de investigaciones elaboradas por varios
autores, se evaluan los efectos de benzodiacepinas, escopolamina, opioides, propranolol,
concentraciones subanestésicas de 0xido nitroso, ketamina, marihuana y cafeina entre otras
drogas (Ghoneim, 2004). Estos y otros estudios aportaron un andlisis detallado de los
efectos que tales drogas tienen sobre la memoria y de evidencia convergente a los
constructos teoricos de la memoria.

Por otro lado, las evaluaciones con anestésicos ofrecieron ademds de una significancia
clinica y una relevancia tedrica importantes, una herramienta 0til para la distincion entre la
memoria implicita y explicita, lo que reorienté en su momento la investigacion del rol de la
consciencia en la memoria (Curran, 2000).

En la actualidad el uso tanto de benzodiacepinas como del antagonista colinérgico
escopolamina en estudios de memoria es recurrente. Como ya se ha mencionado, las
caracteristicas amnésicas de ambos farmacos, han permitido conocer con mayor precision
los fundamentos neuroquimicos que subyacen al funcionamiento de la memoria, a la
aparicion de los fendomenos amnésicos, asi como el establecer relaciones entre el
comportamiento farmacologico y fisiologico de estos dos compuestos en el sistema
nervioso humano, y las alteraciones en la memoria y los distintos tipos de amnesia, lo que
podria ayudar a entender mejor a la amnesia organica o bien, el funcionamiento de los

elementos y sistemas constitutivos de la memoria.
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3.5. Memoria y benzodiacepinas

Las referencias experimentales sobre el efecto de las benzodiacepinas en la memoria son
amplias y abarcan el andlisis sobre distintos sistemas de memoria. En torno a la memoria
sensorial la cual, como ya se menciond, ocurre de manera automadtica y sin control
voluntario alguno, segun la revision efectuada por Ghoneim y Mewald en 1990, no ha
existido un interés en la evaluacion del papel de las benzodiacepinas sobre este tipo de
memoria (Ghoneim, 1990).

Sobre la memoria a corto plazo, la mayoria de estudios que han evaluado el efecto de las
benzodiacepinas en este tipo de memoria, han encontrado que esta no se ve afectada en
comparacion con grupos control o tratados con un placebo, como lo demuestran los trabajos
desarrollados por Curran y colaboradores en 1987 y posteriormente en 1996, habiendo
utilizado oxazepam y lorazepam en el primero, y diazepam en el segundo (citados en:
Buffett-Jerrott, 2002). El primero de los estudios incluso mostrd una mejora en la capacidad
de los participantes para recordar las palabras que le habian sido mostradas al final de la
lista (Buffett-Jerrott, 2002).

En cuanto a la memoria a largo plazo, si bien mucha de la investigacion sugiere que se ve
afectada por la administraciéon de benzodiacepinas, los estudios han indicado de manera
consistente que las benzodiacepinas solamente tiene repercusiones sobre el almacenamiento
de nueva informacion, la cual es adquirida posterior a la administracion de la droga,
fenomeno que se ha referido como amnesia anterograda (Buffett-Jerrott, 2002). Segun lo
descrito, la informacion presentada posteriormente a la administracion del fdrmaco no

puede ser almacenada y recuperada, incluso después al aclaramiento farmacologico de la
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droga en el organismo (Curran, 1986). De cualquier forma una vez eliminada la droga del
cuerpo, no se presenta ningtin tipo de amnesia para informacion nueva (Curran, 1986).

El tipo de MLP mas estudiado en relacion a las benzodiacepinas es la memoria explicita.
En este sentido, los paradigmas mads utilizados para estudiar memoria explicita, son las
tareas de recuperacion libre de la informacion, recuperacion mediante claves de la
informacion y de memoria de reconocimiento. El método més comun es presentar a los
participantes una lista de palabras, posterior a la administracion de benzodiacepinas, para
evaluar inmediatamente después el numero de palabras que son capaces de recordar de la
lista, sin ayuda alguna de claves que le faciliten la recuperacion de la informacion. A esta
tarea se le conoce como de recuperacion libre de la informacion. De manera consistente con
este procedimiento, Legrand et al. (1995), encontraron que dosis clinicas tanto de diazepam
(0.3mg/kg) como de lorazepam (0.038 mg/kg), disminuyeron la habilidad para recordar
listas de palabras en sujetos tratados con tales fdrmacos a diferencia de los sujetos que
fueron tratados con un placebo. Un estudio posterior de Weingartner et al. (1998),
demuestra una marcada disminucion en la memoria de sujetos tratados con triazolam (0.03
mg/kg) en comparacion con el grupo placebo.

La investigacion en el campo distingue dos subdivisiones de la memoria explicita; la
memoria semantica y la episodica. La diferencia entre ambos subtipos, como se menciond
anteriormente, consiste en que mientras la memoria semantica puede prescindir de un
contexto particular como referencia, la memoria episodica es la que se activa por la
presencia de una secuencia de ocurrencias (Curran, 1991; Hommer, 1991). Entre ambas, la
memoria episddica es la que mas ha sido estudiada, para lo cual se han empleado tareas
como recuperacion y reconocimiento de palabras, historias e imagenes. En todos estos

paradigmas se ha mostrado un deterioro consistente en la ejecucion de los participantes ante
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la administracion de benzodiacepinas (Fluck, 1998). Para la evaluacion de la memoria
semantica, frecuentemente se solicita a los participantes que generen listas de palabras que
pertenezcan a una sola categoria semantica (p.e. mamiferos), a diferencia de lo que ocurre
con la memoria episddica, las benzodiacepinas han demostrado consistentemente, no
afectar a este tipo de memoria (Fluck, 1998). Adicionalmente, a través de una tarea de
recuperacion de informacion sobre la videoproyeccion de una pelicula, se ha registrado una
relacion directamente proporcional entre los efectos amnésicos de las benzodiacepinas
loracepam y oxacepam y la velocidad de absorcion de estos farmacos (Buffett-Jerrott et al.,
1998).

En lo que a la memoria implicita respecta, los estudios indican que benzodiacepinas como
el diazepam y el oxacepam no producen cambios en este tipo de memoria en comparacion
con sujetos tratados con un placebo (Curran, 1993). Sin embargo, no es el caso del
loracepam, benzodiacepina que demostré efectos negativos durante la realizacion de
diferentes tareas de memoria implicita (Brown, 1989; Sellal, 1992; Bishop, 1996). En
relacién a lo anterior, en un estudio emprendido por Curran y Gorenstein en 1993, se
compard de manera directa los efectos del oxacepam con los del loracepam en una tarea de
priming, la cual corresponde a la memoria implicita. Los resultados indicaron que mientras
el loracepam impedia el priming, el oxacepam no lo hacia. De acuerdo a los autores, las
posibles razones por las que una benzodiacepina impide el priming mientras que la otra no,
podrian deberse a una distribucion o una poblacion cortical diferente entre los receptores
para el oxacepam y para el loracepam (Curran y Gorenstein, 1993).

La investigacion mas reciente ha propuesto dos diferentes tipos de priming en los
paradigmas encargados de evaluar memoria implicita: el priming perceptual y el conceptual

(Tulving, 1990). El priming perceptual es el mas estudiado y ocurre cuando la exposicion a
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determinados estimulos facilita la habilidad de un participante para identificar
posteriormente los mismos estimulos, con la simultanea presentacion de claves
perceptuales relevantes del estimulo (Tulving, 1990; Bishop, 1998). En contraste, el
priming conceptual ocurre cuando al sujeto se le presenta una clave que esta
conceptualmente relacionada a un estimulo previamente codificado (Tulving, 1990). Se ha
sugerido que el priming conceptual estaria basado en el sistema de memoria semantica, lo
que implicaria conocimiento, mientras el perceptual estd basado en el sistema de
representacion perceptual, aquel que implica la estructura y forma del estimulo (Tulving,
1990). Los estudios con priming conceptual son tan pocos que es dificil hablar sobre la
injerencia de las benzodiacepinas en este proceso, aunque los pocos estudios elaborados,
han sido de tipo comparativo y evidencian de manera consistente un deterioro en el priming
perceptual debido a la administracion de benzodiacepinas, mismo que no se presenta en el
priming de tipo conceptual (Thompson, 1999). Un ejemplo representativo de este tipo de
estudios, es el realizado por Thompson et al. (1999), en el que se compararon los efectos de
la benzodiacepina loracepam tanto en una tarea conceptual (asociacion de palabras) como
en una tarea perceptual (identificacion de palabras). Los resultados de dicho estudio
indicaron que el priming perceptual, a diferencia del conceptual, resultdé impedido por el
loracepam en comparacion al grupo control.

En resumen, la memoria implicita se ve afectada por la presencia de benzodiacepinas, si
esta es evaluada durante el pico de concentracion de la benzodiacepina en plasma y los
trabajos hasta ahora publicados, sugieren que la alteracion en la memoria implicita inducida
por benzodiacepinas, es especifica para procesos perceptuales en contraposicion a lo
ocurrido con los conceptuales. Dado que las principales benzodiacepinas han demostrado

afectar el priming de una manera tiempo dependiente y alterar la habilidad para completar
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diversas tareas, los efectos de la administracion de benzodiacepinas tienen serias
implicaciones para los individuos que desarrollan actividades y funciones precisas
(Tulving, 1990).

Adicionalmente, diversos estudios han analizado si los efectos amnésicos inducidos por
benzodiacepinas son consecuencia de los otros efectos farmacoldgicos de la droga, ya que
como se menciond anteriormente, las benzodiacepinas son capaces de producir un
incremento significativo en la sedacion, una disminucion en la velocidad psicomotora, asi
como un decremento en las habilidades atencionales. Estudios como los elaborados por
Buffett-Jerrott y Stewart en 1996 y 1998, sefialan que cuando los resultados de la ejecucion
en tareas que miden atencidon y sedacion son tratados como covariaciones de los efectos
amnésicos de las benzodiacepinas, los niveles de significancia, si bien se ven reducidos,
siguen siendo significativos o al menos, marginalmente significativos. Adicionalmente un
gran nimero de estudios indica que el uso de flumazenil (antagonista a los receptores
benzodiacepinicos), revierte los efectos sedativos y atencionales de las benzodiacepinas, al
tiempo que los efectos sobre la memoria permanecen intactos (Buffett-Jerrott, 2002). Si
bien es cierto, se desconocen las causas por las que un antagonista a receptores
benzodiacepinicos falla en el bloqueo del efecto amnésico mas no en los sedativo y
atentivo, una posible explicacion, puede ser que la accion del flumazenil sobre los niveles
de sedacion y atencion sean producto de la ocupacion de una poblacion de receptores con
una configuracion diferente a aquella que produce el efecto amnésico (Buffett-Jerrott,
2002). Una explicacion alternativa es que diferentes proporciones de receptores requieran
ser ocupadas para producir la gran variedad de efectos cognitivos que las benzodiacepinas
son capaces de generar (Hommer, 1993). Probablemente los efectos atencionales y

sedativos requieran de un porcentaje de ocupacion de receptores mas alto, en tanto los
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efectos amnésicos ocurran en virtud de una porcentaje mas bajo. De ahi que una
concentracion determinada de flumazenil pueda resultar suficiente para bloquear la
inatencion o sedacion inducida por benzodiacepinas, pero insuficiente para bloquear por

completo los efectos amnésicos (Curran, 1991).
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4. DISCRIMINACION DE DROGAS.

4.1. Discriminacion de drogas y control de estimulos.

El paradigma de discriminacioén de drogas es un procedimiento operante en el cual, a través
del aprendizaje, el organismo establece una asociacion entre un estimulo, en este caso una
droga, y una respuesta conductual especifica, para posteriormente adquirir la habilidad de
emitir respuestas diferenciales ante la droga de entrenamiento y una condicién
farmacoldgica distinta. Se afirma que un sujeto discrimina entre dos estimulos, si emite
conductas diferentes ante la presencia de éstos estimulos (Picker y Negus en van Haaren,
1993). El procedimiento de discriminacion de drogas consiste esencialmente en la
deteccion y discriminacion de estimulos farmacologicos, en el cual, los sujetos son
entrenados para emitir respuestas diferenciales ante distintas condiciones farmacologicas,
ya sea entre distintas drogas, entre una droga especifica y la condicion de ausencia de la
misma (comunmente el vehiculo de la droga, p.e. solucidn salina) o ante la administracion
de diferentes dosis de la misma droga (Glennon, 1991). En el procedimiento de
discriminacién de drogas, la condicion farmacologica se convierte en un estimulo
discriminativo y se establece un control de estimulos sobre la conducta. El fendmeno de
control de estimulos consiste basicamente en que al manifestarse un cambio en los
estimulos presentados a un organismo, éste produce a su vez una modificaciéon en su
conducta (Picker y Negus en van Haaren, 1993), en el caso de la discriminacioén de drogas,
el control de estimulos es farmacologico.

El control discriminativo empleando drogas como estimulo, fue inicialmente demostrado
por Girden y Culler en 1937. Estos autores emplearon un paradigma de condicionamiento

de respuestas, en el cual entrenaron perros a flexionar la pata trasera derecha ante la
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presencia de una campana como estimulo bajo condicion de ausencia de droga y a flexionar
la pata izquierda al ser parcialmente inmovilizados por curare crudo. Las presentaciones de
la campana solamente elicitaron respuestas condicionadas apropiadas por los animales
hacia la condicion de evaluacion de la droga (Schuster y Blaster en Thompson y Dews,
1977). De esta manera, la habilidad de una droga para servir como estimulo discriminativo
puede ser considerada un efecto farmacoldgico de la droga, razén por la que es posible
medir la capacidad de una droga para producir este efecto. En 1972, Overton denomind esta
propiedad de las drogas como discriminabilidad. Adicionalmente, la potencia y la eficacia
farmacologica de las drogas, son dos propiedades que influyen de manera directa sobre la
discriminabilidad de las drogas. Tanto la potencia como la eficacia son determinadas por la
concentracion de la droga. En lo que a potencia se refiere, una droga puede ser mas potente
en virtud de sus efectos de estimulo que otra, por lo que requeriria en ese caso, de una dosis
mas baja para ejercer un control de estimulos comparable. Un buen ejemplo para ilustrar lo
anterior podria resultar de la comparacion entre heroina (diacetilmorfina) y morfina. La
primera es de tres a cuatro veces mas potente que la segunda, porque traspasa la barrera
hematoencefalica mas répidamente, sin embargo ambas son igualmente eficaces al
momento de producir analgesia cuando se usan en dosis Optimas (Schuster y Blaster en
Thompson y Dews, 1977).

Por su parte, la velocidad de adquisiciéon en una tarea de discriminacion de drogas de este
tipo, indica el grado de discriminabilidad de la droga de entrenamiento, probablemente en
una fuerte escala ordinal. De igual manera, esta informacioén indica cual de las dos
condiciones, tiene efectos discriminables mas fuertes y el grado en el que la fuerza de los

efectos discriminables de una droga excede a los de la otra (Overton, 1986).
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Las drogas pueden servir entonces como estimulos en el sentido psicoldgico, asi como en
procedimientos de condicionamiento operante, pueden actuar como reforzadores positivos
o negativos, estimulos discriminativos e incluso como castigos (van Haaren, 1993). Los
estudios con drogas como estimulos interoceptivos han demostrado ampliamente que
pueden abarcar todas las caracteristicas funcionales normalmente asociadas a los dominios
de los estimulos de caracter exteroceptivo (van Haaren, 1993). Posterior a un entrenamiento
apropiado, los efectos de las drogas pueden servir como estimulo discriminativo, que a su
vez le indican al sujeto cudndo y como puede obtener reforzador. Demostrando una
conducta asociada especifica, los sujetos entrenados para ello, pueden indicar su habilidad
para detectar e identificar las drogas, denotando con esto una relacion funcional efectiva
entre la droga y su conducta. La evidencia de este paradigma sugiere, que es la relacion
funcional, mas no la naturaleza de la respuesta, el determinante crucial de los resultados en
este tipo de experimentos farmacologicos conductuales (van Haaren, 1993). La fuerza o
suma de los efectos discriminables parecen variar segun la dosis y entre una droga y otra
(Overton, 1986).

Los primeros experimentos de discriminacion de drogas se llevaron a cabo en laberintos
con forma T. Usando tal metodologia, Overton obtuvo éxito, demostrando principios
basicos considerados ahora ampliamente aplicables en el campo. La introduccion posterior
de métodos de condicionamiento empleando ambientes operantes como las cajas de
Skinner, resulté acompafiada por la disminucion en el uso de los laberintos, lo que a su vez
se tradujo en ganancias en la eficiencia del procedimiento, asi como en una mayor
sensibilidad en términos farmacolégicos (van Haaren, 1993). Eventualmente, el aparato

mas comunmente empleado para la realizacion de estudios con discriminacion de drogas es
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la caja operante de dos palancas, sin embargo, otro tipo de procedimientos evaluativos,

incluyendo la caja de tres palancas, estan siendo utilizados también (Glennon, et al. 1991).

En la actualidad existen diversos métodos conductuales a través de los cuales se puede

estudiar y cuantificar el grado de discriminabilidad de las drogas durante el procedimiento

de discriminacion de drogas. A continuacion se expondrd brevemente los métodos

principales (Overton, et al. 1986):

. Entrenamiento Droga contra Droga: el método de entrenamiento Droga A vs.
Droga B involucra los siguientes pasos: 1.- demostrar que tanto las Drogas A como B
producen efectos discriminables, al exponer que la discriminaciéon de ambas contra la
condicién No Droga (vehiculo) puede ser aprendido. 2.- Entrenar varios grupos de
sujetos para discriminar A vs. B usando diferentes dosis de A o B en cada grupo. 3.-
Identificar el par particular de drogas y dosis que no pueden ser discriminadas la una
de la otra dentro de un periodo razonable de tiempo.

. Evaluaciones de sustitucion posteriores al entrenamiento Droga contra No
Droga: este método involucra los siguientes pasos: l.- Entrenar a los sujetos a
discriminar la Droga A contra la condicion de No Droga, hasta establecer un control
discriminativo casi perfecto. 2.- Evaluar a los sujetos con varias dosis de nuevas
drogas: B, C, D, E y F. 3.- Identificar drogas (B, C, D) que imiten los efectos
discriminables de A lo suficientemente bien, de manera que puedan producir casi el
100% de las respuestas de la droga A en una dosis que no interrumpa abruptamente
la conducta en la tarea de discriminacion de drogas. 4.-Para las drogas que imiten por
completo las dosis altas de la Droga A, obtener estimados de la potencia relativa,
mediante la determinacion de las dosis de cada droga que son requeridas para

producir un porcentaje intermedio de elecciones por la Droga A.
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i Entrenamiento Droga contra No Droga: este tipo de entrenamiento puede ofrecer
informacion acerca del gradiente de discriminacion de la droga de entrenamiento, si
se cumple el siguiente procedimiento: 1.- Entrenar a los sujetos sobre todos y cada
uno de los aspectos de la tarea, excepto la discriminacion de drogas, por ejemplo,
moldear al animal a presionar las palancas o entrenar al sujeto a que reconozca la
finalizacion del programa de reforzamiento. 2.- Entrenar a los sujetos a discriminar la
condicién de Droga de la condicion de No Droga. 3.- Computar un indice que refleje

la velocidad de adquisicion de la respuesta discriminatoria (indice de discriminacion).

La discriminacion de drogas es un procedimiento sensible para evaluar los efectos de las
drogas como estimulos interoceptivos y analizar el control de estimulos que pueden ejercer
las drogas sobre la conducta de organismos. El control discriminativo de las drogas se ha
demostrado en varias especies, con la mayoria de drogas psicoactivas y en diferentes tareas
de discriminacion (Schuster y Blaster en Thompson y Dews, 1977). No obstante, como en
el caso de las manipulaciones ambientales, las drogas pueden también alterar de manera
directa el control de estimulos sobre la conducta. En una dosis lo suficientemente alta,
cualquier droga puede, en ultima instancia, interrumpir el control de estimulos sobre la
conducta impidiendo la habilidad del sujeto para responder, mientras algunas drogas
pueden ser capaces de alterar las habilidades sensoriales o de procesamiento de manera

selectiva (Picker y Negus en van Haaren, 1993).
4.2. Generalizacion de estimulos.

El control de estimulos estd estrechamente relacionado a la generalizacion de estimulos. La
generalizacion de estimulos es un proceso en el cual el organismo responde de forma

similar a estimulos, o dimensiones del estimulo, semejantes al estimulo discriminativo.
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Durante un proceso de generalizacion el organismo presenta un gradiente de distribucion de
sus respuestas ante una escala de valores del estimulo discriminativo o de una de sus
propiedades. Una funcién en la que se relaciona diversos grados de control del estimulo con
diversos valores de los estimulos de la prueba a lo largo de una cierta dimension se llama
gradiente de generalizacion (Schuster y Blaster en Thompson y Dews, 1977). Con una
droga como estimulo, las pruebas de generalizacion pueden realizarse a lo largo de una
dimension cuantitativa (dosis) y de una cualitativa (diferentes drogas). En la generalizacion
de estimulos con la misma droga, normalmente se emplean dosis crecientes o decrecientes
con respecto a la dosis de entrenamiento de la droga, de esta forma se obtiene una gradiente
de generalizacion, el cual es una curva que normalmente puede ajustarse a una funcioén
matematica (p.e. sigmodide o logistica). El gradiente de generalizacion como prueba,
presenta grandes ventajas ya que permite evaluar la discriminabilidad del estimulo, la
sensibilidad del organismo ante el estimulo discriminativo y se presenta como una
herramienta de mayor precision para evaluar el proceso de discriminacion de estimulos. Por
estas razones y debido a que en el presente estudio se evalia el efecto de una
benzodiacepina sobre la discriminacién de escopolamina, se empleardn pruebas de
generalizacion con escopolamina para el analisis.

Adicionalmente, es propicio también hacer una distincion entre la discriminacion de drogas
y el aprendizaje dependiente de estado. Los procedimientos empleados para estudiar uno y
otro fendémeno son diferentes porque el analisis de la dependencia de estado busca
demostrar déficits o cambios conductuales que sélo ocurren o dependen del estado del
organismo producido por la administracion de drogas. En contraste, la discriminacion de

drogas demuestra como los organismos son capaces de detectar y diferenciar un estado
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farmacoldgico para producir una conducta que es apropiada para contingencias ambientales
prevalecientes de reforzamiento (van Haaren, 1993).

Finalmente, el paradigma de discriminacion de drogas por si mismo, no puede ser utilizado
para caracterizar un nuevo agente farmacoldgico. De cualquier manera, el paradigma puede
utilizarse para investigar una amplia variedad de aspectos farmacologicos relativos a las
propiedades que las drogas contienen como estimulos (Glennon, 1991). Estos aspectos
incluyen, por ejemplo, momento de aparicion y duracion de la accion, mecanismo de
accion, similitud del efecto con otros agentes, relacion entre la estructura y la actividad,
actividad de los metabolitos, e identificacién y desarrollo de potenciales antagonistas, o
bien, el procedimiento ha sido empleado adicionalmente para investigar los procesos de

tolerancia y sindrome de abstinencia a drogas (Glennon, 1991).
4.3. Discriminacion de drogas con escopolamina.

La escopolamina es un alcaloide de origen en la familia de las solanaceas y es también
conocida como hioscina ya que una de sus plantas de origen es la Hyoscyamus niger. La
escopolamina es un antagonista competitivo e inespecifico de los receptores colinérgicos
muscarinicos periféricos y centrales, ya que cruza con facilidad la barrera
hematoencefalica. A nivel periférico, al igual que la atropina, actia sobre las terminaciones
parasimpaticas postganglionares, bloqueando los efectos parasimpaticomiméticos
muscarinicos, induciendo por ejemplo: dilatacion de las pupilas, contraccion de los vasos
sanguineos, vision borrosa, reducciéon de las secreciones salival y estomacal, etc. No
obstante, la escopolamina es de 3 a 10 veces mas potente que la atropina en sus efectos
sobre sistema nervioso central. Al ser la escopolamina un antagonista de tipo competitivo,

su efecto depende de la proporcion entre las concentraciones del neurotransmisor y del
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propio antagonista. La desactivaciéon de la escopolamina es un proceso lento ya que
también contiene un grupo éster en su estructura bioquimica; para el hombre, la hidrélisis
de ésteres es poco importante y la mayor parte de los alcaloides naturales aparecen
inalterados en la orina (Meyers et al., 1980).

Adicionalmente, los compuestos que son capaces de bloquear la neurotransmision
colinérgica e inactivar a los receptores muscarinicos, son potentes agentes amnésicos
(Bermudez y Prado, 2001; Kandel et al., 2001) y se ha reportado que los antagonistas
muscarinicos pueden alterar el aprendizaje y la memoria durante la ejecucion en tareas de
discriminacién. Por ejemplo, en la discriminacion de secuencias de sonido (Kudoh et al.,
2004), en una tarea de discriminacion temporal (Hata, Okaichi, 2004) o en la
discriminacién visual en el laberinto de agua de Morris (Robinson et al., 2004). No
obstante, en el procedimiento de discriminacion de drogas, la propia administracion de la
droga y el estado farmacoldgico asociado, se convierten en el estimulo discriminativo, de
tal forma que los sujetos son capaces de aprender y memorizar la relacion entre la presencia
de la droga y una respuesta condicionada. En el caso de la escopolamina, ésta ha sido
exitosamente empleada como estimulo discriminativo en el procedimiento de
discriminacién de drogas (Jung et al., 1988; Kelley et al., 1995). En dicho procedimiento, la
escopolamina adquiere control de estimulos sobre respuestas operantes y los animales
entrenados a discriminar la administracion de escopolamina son capaces de generalizar sus
respuestas ante dosis diferentes de escopolamina o ante otras drogas que comparten
mecanismos farmacologicos comunes (Kelley y Porter, 1997: Casasola et al., 2007). La
discriminacién de drogas con escopolamina parece ser un proceso de origen central, ya que

la administracion intraventricular de escopolamina, reproduce el control de estimulos, atin
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cuando la discriminacion fue adquirida bajo la administracion sistémica del compuesto
(Jung et al., 1987).

Actualmente, la informacion sobre los mecanismo y circuitos neuronales que le subyacen a
la discriminacion de drogas colinérgicas es muy limitada (Casasola et al., 2007). Por lo cual
diversas interrogantes surgen en relacion a la escopolamina como estimulo en el
aprendizaje discriminativo, tal es el caso de; los mecanismos neurofisioldgicos que le
subyacen, las estructuras cerebrales relacionadas y su interaccién con diferentes drogas
mediante mecanismos de accidn relacionados a otros sistemas de neurotransmision, como

por ejemplo, las benzodiacepinas.
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5. JUSTIFICACION

Las benzodiacepinas se ubican entre los psicofarmacos de mayor produccion, prescripcion
y consumo. Su espectro farmacoterapéutico incluye el tratamiento de los trastornos de la
ansiedad, el estrés, el insomnio, la epilepsia, el sindrome de abstinencia a alcohol, etc. A
pesar de que son compuestos con una alta tolerancia y con un margen amplio de seguridad,
presentan algunos efectos adversos, entre estos, sedacion, sindrome de abstinencia y
alteraciones en la atencion y la memoria. Hasta el momento no se ha investigado de forma
exhaustiva el efecto de las benzodiacepinas sobre los procesos de discriminacion y
generalizacion de estimulos. Especificamente no se han analizado las consecuencias, tanto
a corto como a largo plazo, del uso de benzodiacepinas sobre los componentes mnémicos
asociados a la discriminacion de estimulos farmacolédgicos colinérgicos. Tampoco se ha
evaluado el efecto del sindrome de abstinencia que producen las benzodiacepinas sobre la
discriminacién de estimulos farmacologicos. Por su parte, la discriminacion de drogas con
antagonistas muscarinicos resulta un modelo interesante para evaluar los efectos amnésicos
de las benzodiacepinas debido a la relacion entre el sistema colinérgico y la memoria. Por
lo cual, el presente trabajo permite analizar de forma cuantitativa, el efecto de la
administracion de la benzodiacepina diazepam sobre la capacidad de los organismos para
recuperar informacion sobre la discriminacion y generalizacion de drogas anticolinérgicas
previamente aprendidas. Adicionalmente, el presente trabajo permite explorar la interaccion
entre el sistema GABAérgico y colinérgico en un proceso de aprendizaje asociativo y su
memoria. Finalmente, este estudio permite conocer mejor los efectos adversos de las

benzodiacepinas sobre procesos cognoscitivos.
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6. OBJETIVO GENERAL

Analizar en ratas el efecto de la administracion aguda de diazepam, su efecto a largo plazo
(90 dias) y el efecto de la abstinencia a diazepam, sobre la discriminacién y generalizacion

de estimulos con el antagonista muscarinico escopolamina.
6.1. Objetivos especificos

1. Establecer, a través del procedimiento de discriminacion de drogas con dos palancas, la
adquisicion de la discriminacion del antagonista muscarinico escopolamina en un grupo

de ratas.

2. Establecer, a través del procedimiento de discriminacién de drogas con dos palancas, el
gradiente de generalizacion con diferentes dosis decrecientes de escopolamina en un

grupo de ratas.

3. Analizar el efecto de la administracion sistémica de la benzodiacepina diazepam sobre la
recuperacion de informacion durante la generalizacion de diferentes dosis de

escopolamina.
4. Analizar el efecto posterior a 90 dias de la administracion sistémica de diazepam sobre la
recuperacion de informacion durante la generalizacion de diferentes dosis de

escopolamina.

5. Analizar la capacidad de las ratas para recuperar informacion sobre la generalizacion de

diferentes dosis de escopolamina bajo condiciones de abstinencia a diazepam.

6. Discutir los efectos adversos de las benzodiacepinas sobre la memoria durante la

discriminacion y generalizacion de estimulos con drogas anticolinérgicas.
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7. METODO
7.1. Sujetos

Los sujetos fueron ratas macho de la cepa Wistar, ingenuas experimentalmente, con un
peso entre 250-300g a su llegada al laboratorio. Las ratas fueron proporcionadas por el
bioterio de la Facultad de Psicologia de la UNAM y se mantuvieron en cajas de alojamiento
individual, con acceso libre al agua y bajo un ciclo luz-oscuridad 12-12 (las luces se
encendian a las 07:00 horas y se apagaban a las 19:00 horas). Después de un periodo de
habituacion de 7 dias, las ratas fueron sujetas a un programa de privacion de alimento,
cuidando que su peso corporal no descendiera por debajo del 85 % relativo a su edad.

A lo largo del estudio se realizaron todos los esfuerzos para evitar cualquier lesion, dafio o
sufrimiento a los animales, al mismo tiempo se observaron y respetaron las normas de uso y
cuidado de animales de laboratorio (titulo séptimo de la Ley General de Salud respecto a la

Investigacion en Salud, México).
7.2. Aparatos

Se utilizaron cajas estandar de condicionamiento operante (Lafayette Instruments Co. USA)
con medidas idénticas de 28 x 22 x 28 cms. cada una. En el panel frontal de cada caja se
ubicaron dos palancas retractiles (situadas 5.0 cm. arriba del piso) colocadas
equidistantemente a ambos lados del dispensador de liquidos, este Gltimo liberaba a su vez,
0.5 ml de solucidon sucrosa como reforzador. Todas las cajas contaron con equipo de
ventilacién, con ruido blanco y se encontraron dentro de compartimientos
sonoamortiguados. Tanto los eventos experimentales (luces y tonos), como las respuestas
emitidas, fueron controlados y registrados durante el desarrollo de cada sesion

experimental, a través de una interfase (Med Associates Inc. Georgia, VT. USA) y una PC.
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7.3. Farmacos

Se empled el antagonista muscarinico competitivo inespecifico escopolamina hidrobromuro
(Tocris Bioscience Ellisville, Missouri, EUA). El cual fue diluido en solucién salina al
0.9% como vehiculo, hasta lograr la dosis deseada para cada etapa experimental (ver
procedimientos). Las dosis fueron administradas intraperitonealmente (i.p.) en un volumen
de 1.0 ml/kg, veinte minutos antes del inicio de la sesién experimental correspondiente.

Se empled la benzodiacepina diazepam (Valium 10® solucion inyectable de 10mg/2ml,
adquiridas a través de una donacion por el Instituto Nacional de Psiquiatria, México), el
cual es un agonista alostérico positivo GABA4. El diazepam fue diluido en solucién salina
(0.9%) hasta alcanzar la dosis deseada para cada fase experimental (ver procedimientos,
etapa 3) y fue administrado i.p. en un volumen de 1.0 ml/kg, 30 minutos antes del inicio de

la sesion experimental correspondiente.
7.4. Procedimiento

Posterior al periodo de habituacion de 7 dias y durante el resto del estudio, las ratas fueron
sujetas a un programa de privacion de alimento, cuidando que su peso corporal no
descendiera por debajo del 85 % relativo a su edad, para ello se restringi6 la ingestaa 5.0 g
de alimento por cada 100 g de su peso corporal. Posteriormente, los sujetos fueron

sometidos a las siguientes fases experimentales.

Etapa 1: Moldeamiento.

Los animales fueron entrenados a presionar cada una de las dos palancas (izquierda y
derecha) de la caja operante para obtener aproximadamente 0.5 ml de sucrosa a 0.8M como
reforzador. El moldeamiento se llevd a cabo por medio del método de aproximaciones

sucesivas a cada palanca, inicialmente con un programa de razoén fija 1 y posteriormente se
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incremento la razéon de forma progresiva (RF 3, 5, 8 y 10). Una vez que los sujetos

alcanzaron una RF10 en ambas palancas se procedio al entrenamiento en discriminacion.

Etapa 2: Entrenamiento en el procedimiento de Discriminacion de Drogas.

Las sesiones de entrenamiento en discriminacion se condujeron de forma diaria, una por dia
y 6 dias a la semana. 20 minutos antes del inicio de cada sesion a cada sujeto se le
administré (i.p.) escopolamina (1.0 mg/kg) o el vehiculo (solucion salina al 0.9%), ambos
en un volumen de 1.0 ml/kg. La administracion de droga o vehiculo para cada sesion se
determinod de acuerdo a una secuencia semialeatoria (Colpeart y Koek, 1995). De acuerdo a
un programa de RF10, las respuestas a una palanca produjeron la entrega del reforzador
cuando la escopolamina fue administrada, mientras que las respuestas a la palanca opuesta
fueron reforzadas cuando el vehiculo fue administrado. La posicion (izquierda o derecha)
de la palanca asociada a la droga, fue contrabalanceada a fin de evitar sesgos por lateralidad
de los sujetos. Cada sesion de entrenamiento concluyd cuando el sujeto obtuvo 60
reforzadores o a los 20 minutos después del inicio de la sesion, siendo mas frecuente lo
primero.

En cada sesion se registro la distribucion de las respuestas antes del primer reforzador. Para
completar el entrenamiento en discriminacion, cada sujeto debi6 alcanzar los siguientes dos
criterios de adquisicion: 1) el porcentaje de respuestas asociadas a la palanca correcta antes
del primer reforzador debio ser igual o mayor al 83% (no mas de 2 respuestas en la palanca
incorrecta) durante 10 sesiones consecutivas (5 bajo la condicidon de escopolamina y 5 bajo

la condicion salina) y 2) que el sujeto obtuviera al menos 40 reforzadores por sesion.

Etapa 3: Asignacion de grupos.
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Una vez que los sujetos alcanzaron los criterios de adquisicion en discriminacion, fueron

asignados aleatoriamente a uno de los siguientes grupos experimentales:

1) Grupo control (n=11). Este grupo no recibi¢ administraciéon de diazepam ni fue
expuesto a una abstinencia a la benzodiacepina. En este grupo se realizaron pruebas de
generalizacion con dosis semilogaritmicas de escopolamina (0.0, 0.0564, 0.091, 0.16,
0.31 y 1.0 mg/kg, i.p.). Cada dosis de escopolamina fue administrada de forma aleatoria,
20 minutos antes de iniciar cada sesion y en sesiones independientes.

2) Grupo con administracion de diazepam (n=11), en el cual se administré diazepam
(1.0 mg/kg, i.p.) 30 minutos antes del inicio de cada una de las 6 pruebas de
generalizacion con escopolamina, estas ultimas de acuerdo a las condiciones anteriores.

3) Grupo con abstinencia a diazepam (n=8). Este grupo recibi6 un pretratamiento (con el
fin de inducir abstinencia) en el cual se administré diariamente una dosis de 7.0 mg/kg
de diazepam (i.p) durante 10 dias consecutivos. 24 hrs. después de haber administrado la
ultima dosis de diazepam se realizaron las 6 sesiones prueba de generalizacion con

escopolamina en condiciones idénticas a los grupos anteriores.

Etapa 4: Pruebas de generalizacion.

Para el grupo con administraciéon aguda de diazepam y el grupo control, las pruebas de
generalizacion con escopolamina iniciaron inmediatamente después de que los sujetos
alcanzaron los criterios de adquisicion en discriminacion. Para el grupo con abstinencia a
diazepam, las pruebas de generalizacion iniciaron a los 11 dias, 24 hrs. después de terminar
el pretratamiento con diazepam.

Con el fin de obtener las curvas de generalizacion de escopolamina, se realizaron 6 sesiones

prueba de generalizacion, para lo cual 20 minutos antes de iniciar cada sesion se administro
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de forma aleatoria una de seis diferentes dosis de escopolamina (0.0, 0.0564, 0.091, 0.16,
0.31y 1.0 mg/kg, i.p.).

Cada sesion prueba de generalizacion, termind sin reforzamiento una vez que el sujeto
emitidé 10 respuestas en cualquiera de ambas palancas. Con el fin de evitar la extincion de
las respuestas de los sujetos, cada sesion prueba de generalizacion fue intercalada entre dos
sesiones de entrenamiento en discriminacion, cuidando que en estas sesiones intermedias se

mantuvieran los criterios de adquisicion descritos en la fase de entrenamiento (Etapa 2).

Etapa 5: Evaluacion a los 90 dias.

Adicionalmente, el grupo con administracion de diazepam (grupo 2) y el grupo control,
fueron sujetos a una segunda serie de pruebas de generalizacion a los 90 dias de haber
concluido la primera serie. Lo anterior para evaluar el efecto de la benzodiacepina a largo
plazo sobre la generalizacidon de escopolamina. Durante esta segunda fase de generalizacion
se emplearon las mismas dosis de escopolamina en las mismas condiciones que las pruebas
anteriores y durante los 90 dias entre ambas pruebas los sujetos no recibieron

entrenamiento conductual o farmacolégico de ningln tipo.

Etapa 6: Evaluacion fisiologica de la abstinencia.

Con el fin de evaluar la respuesta de abstinencia a diazepam, una vez que los sujetos de este
grupo concluyeron las pruebas de generalizacion, fueron enviados al Departamento de
Neurobiologia del Instituto Nacional de Psiquiatria, con el fin de analizar la existencia de
hiperexcitabilidad neuronal, lo anterior a través de la técnica electrofisiologica de registro

de potenciales poblacionales en rebanadas de hipocampo (ver Casasola et al., 2004).
7.5. Analisis de datos

Los datos obtenidos fueron el nimero de respuestas emitidas en cada una de las dos
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palancas de la tarea operante, el nimero total de respuestas, el numero de reforzadores
obtenidos, el tiempo al primer reforzador y el tiempo total de duracion de la sesion.

La relacion entre el numero de respuestas totales y el tiempo total (en segundos) de la
sesion determind la tasa de respuestas (TR), mientras que la proporcion entre las respuestas
en la palanca correcta y la palanca incorrecta, en funcién de la administracion de droga o no
droga (salina), determino el indice de discriminacion (ID). Este indice se obtuvo a partir de
la siguiente ecuacion:

ID =7PD / (FPDAHTDS) .o [1]
Donde ID es el indice de discriminacion, »pD es el nimero de respuestas en la palanca
asociada a droga y 7pS es el nimero de respuestas en la palanca opuesta (salina). Un valor
igual o cercano a 1.0 indica una correcta discriminacion a la palanca asociada a
escopolamina, mientras que un valor igual o cercano a 0.0 muestra una discriminacion
correcta a la palanca asociada a salina.

El valor del ID se empled para elaborar las curvas de generalizacion, las cuales fueron
ajustadas a través de la siguiente ecuacion logistica de 4 parametros:

F=Y0Fa/ (14 (/X0)D) .o [2]
Donde y0 es el valor minimo de respuesta, a es la respuesta méaxima, b es el valor asociado
a la pendiente de la curva, x0 es la concentracion de escopolamina que redujo la respuesta
al 50% de su valor maximo y x es la concentracion de escopolamina (graficada en una
escala logaritmica).

En los casos en los que la curva no se ajustd a una funcion logistica, los valores fueron
ajustados a través de una regresion lineal (graficada en escala logaritmica). Para ello se

utiliz6 la siguiente ecuacion:
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Donde y0 es el valor estimado de y cuando x = 0, x es la concentracion de escopolaminay a
es el valor de la pendiente de la curva.

El valor de la pendiente, a partir del andlisis de la regresion lineal, fue empleado para
comparar las diferencias estadisticas entre los grupos para las distintas condiciones. Se
empled el valor de la pendiente obtenido de la regresion lineal, debido a que las curvas de
generalizacion con diazepam posterior a 90 dias y con abstinencia a diazepam no se
ajustaron a la funcion logistica.

La tasa de respuestas (TR) se obtuvo a partir del nimero de respuestas sobre segundos para
cada sesion. Para el andlisis estadistico de la TR y el ID se obtuvieron los promedios por
grupo y condicion.

Para conocer las diferencias entre grupos en las distintas condiciones experimentales, los
resultados obtenidos fueron analizados mediante una t de Student para grupos
independientes (no pareada). Para analizar las diferencias en la TR entre grupos y sesiones
se empled un Andlisis de Varianza (ANOVA) para grupos independientes, cuando se
obtuvieron diferencias significativas se procedid a hacer un andlisis de comparaciones
multiples, con pruebas post hoc (Tukey-Kramer). Para ambos procesos estadisticos se
considerd un nivel de significancia con una p igual o menor a 0.5.

En el presente trabajo los resultados se expresan en medias y error estandar de la media

(S.E.M.).
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8. RESULTADOS

8.1. Adquisicion del control de estimulos con escopolamina.

En la fase de entrenamiento, la presion (RF10) en una de las palancas y la consiguiente

entrega de reforzador se asociaron con la administracién de escopolamina, mientras que la

respuesta en la palanca contraria, se asocidé con la administracion del vehiculo. Los 30

sujetos que se incluyeron en el presente estudidé aprendieron la tarea y alcanzaron los

criterios de adquisicion (ver apartado 7.4. procedimientos, etapa 2) en aproximadamente

40-60 sesiones de entrenamiento. La siguiente grafica representativa (figura 1), muestra el

indice de discriminacion (ID) promedio durante la fase de adquisicion. Al inicio de la

grafica se observa una respuesta aleatoria a la posicion de las palancas, mientras que al final

del entrenamiento se observa una diferenciacion de las respuestas y una disminucion en la

varianza de los datos; estas ultimas sesiones corresponden con los criterios de adquisicion.
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Figura 1. Curvas representativas de adquisicion de la discriminacién entre la administracion de
escopolamina (1.0 mg/kg i.p) y la administracion de salina (0.9%), ambos en un volumen de 1.0

ml/kg. Los valores representan la media + S.E.M.
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8.2. Generalizacion con escopolamina.

Una vez que los sujetos alcanzaron los criterios de adquisicion se realizaron las pruebas de
generalizacion (ver apartado 7.4.), para lo cual se administraron dosis decrecientes de
escopolamina (0.0, 0.0564, 0.91, 0.16, 0.31 y 1.0 mg/kg). Los resultados obtenidos en el
grupo control demuestran que los sujetos fueron perfectamente capaces de generalizar su
respuesta ante las distintas dosis de escopolamina. La figura 2 muestra el gradiente de
generalizacion para el grupo control, se puede observar que la distribucion de las respuestas
es dosis dependiente y se ajusta a una curva sigmoide, con un valor minimo de 0.04 + 0.01,

un valor maximo de 0.96 + 0.0 y un valor de la pendiente de 0.779 = 0.08.
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Figura 2. Curva de generalizacion control (n=11) para las diferentes dosis de escopolamina. Los
datos muestran las respuestas (ID) a las diferentes dosis de escopolamina, aprecidndose una relacion
dosis dependiente. Valor minimo (Emin): 0.04 £ 0.01, maximo (Eméx): 0.96 = 0.0 y un valor de la
pendiente: 0.77 + 0.09. Medias + S.E.M.

87



8.3. Diazepam y generalizacion con escopolamina.

Con el fin de evaluar el efecto de la benzodiacepina sobre la discriminacion de
escopolamina, en un grupo independiente (n=11) se administré diazepam (1.0 mg/kg) 30
minutos antes del inicio de cada sesion prueba de generalizacion con las diferentes dosis de
escopolamina. Posteriormente, se obtuvo la curva de generalizacion, la cual fue comparada
con la curva respectiva del grupo control (figura 2).

Los resultados muestran que la administraciéon de diazepam interrumpe el proceso de
discriminacion y altera de forma significativa la curva de generalizacion con escopolamina.
En la figura 3, se presentan los gradientes de generalizacion para el grupo control y para el
grupo con diazepam. Se presenta el ID para cada sesion con las diferentes dosis de
escopolamina, los resultados fueron ajustados a una curva sigmdide. Como puede
observarse en esta grafica y mas adelante en el cuadro de comparacion estadistica (tabla 1),
el valor minimo de la curva para el grupo de diazepam fue de 0.50 + 0.11, el cual presento
diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo control (t-Student=
3.83205, p < 0.001), mientras que el valor maximo de la curva correspondiente al grupo con
diazepam (0.74 £ 0.11) no presentd diferencias significativas con respecto al control (t-
Student= -1.7120;, p= 0.09), no obstante se observa una fuerte tendencia estadistica en la
disminucion de este valor. Con respecto a la pendiente de la curva, el grupo con diazepam
muestra un valor de pendiente de 0.18 + 0.13, dicho valor difiere significativamente con
respecto al grupo control (t-Student= -3.6129), p < 0.001).

Es notable que en la curva para el grupo con diazepam el valor de ID para las dosis bajas es

cercano a 0.5, lo cual ubica la respuesta en niveles azarosos (ver figura 3).

SR



1.0 1

0.8 1

0.6 1

0.4 4

[0 control (n=11)

0.2 4 B Diazepam (n=11)

Respuestas a la palanca
asociada a escopolamina (ID)

0.0 T~ T T
1.2 -
0.8 4
0.4 4

1 R — —_——
0 0.1 1

TR

Escopolamina [mg/Kg]
Figura 3. Curvas de generalizacion (superior) y tasas de respuesta (inferior) para el grupo control
(cuadros abiertos, n=11) y para el grupo con diazepam (1.0mg/kg) (cuadros cerrados, n=11). Se

muestra (superior) el ID y el ajuste sigmoidal de ambas curvas, abajo la TR (respuestas/segundos).
Medias = S.E.M.

El resumen de los resultados obtenidos puede observarse en la Tabla 1, en donde se detalla

el andlisis estadistico para ambos grupos.

CONTROL (n=11) | DIAZEPAM (n=11) | TjqL= (t-Student)
Emin 0.048 + 0.0180 0.502 +0.1171 3.836p20, p= 0.0010
Emax 0.960 + 0.0180 0.746 + 0.1196 -1.76510], p= 0.0926
Pendiente | 0.773 + 0.0913 0.182 + 0.1359 -3.610p05, p= 0.0009

Tabla 1. Comparacion estadistica entre el grupo control y el grupo con administracién de diazepam.
Emin: valor minimo de la curva, Eméx: valor maximo de la curva y pendiente de la curva.

Con respecto a la comparacion de la tasa de respuestas (TR) entre ambos grupos, aunque el

ANOVA mostré diferencias significativas (F=2.304131/20.0495, p=0.013), las comparaciones
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multiples (Tukey-Kramer) para cada una de las dosis de escopolamina no demostraron

diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos.
8.4. Efectos a largo plazo del diazepam.

Con el fin de evaluar el efecto a largo plazo de la administracion previa de diazepam sobre
la discriminacion y generalizacion de escopolamina, 90 dias después de concluidas las
primeras pruebas de generalizacion, tanto el grupo con diazepam como el grupo control,
fueron sujetos a una segunda serie de pruebas de generalizacidon con las mismas dosis de
escopolamina. Durante esta segunda evaluacién el grupo con administracion previa de
diazepam estuvo libre de la benzodiacepina.

Los resultados obtenidos muestran que después de 90 dias, el grupo control preserva la
capacidad de discriminar y generalizar su respuesta ante las distintas dosis de
escopolamina., mientras que el grupo con diazepam present6 una disminucion significativa
en su capacidad para generalizar su respuesta a las distintas dosis de escopolamina, incluso
habiendo transcurrido 90 dias de la Gltima administracién de la benzodiacepina.

La figura 4 muestra las curvas de generalizacion para ambos grupos. Comparado con el
grupo control, el grupo con administracion previa de diazepam, presentd diferencias
estadisticamente significativas en el valor minimo de la curva de generalizacién que fue de
0.58 £ 0.12 (t-Student=3.7420;, p= 0.001) y en la pendiente de la curva, cuyo valor fue de
0.15 + 0.13 (t-Student= -3.255¢), p= 0.002). Solo el valor maximo de la curva (0.69 + 0.12)
no presentd diferencias significativas con el grupo control (t-Student= -1.9459;, p= 0.06).
Los cambios en los parametros de la curva del grupo con diazepam, producen un
aplanamiento significativo de la funcion, lo cual indica aleatoriedad en la respuesta de los

sujetos y confirma la ausencia del control de estimulos (ver parte superior de la Grafica 4).
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Figura 4. Curvas de generalizacion a los 90 dias después del tratamiento con diazepam (1.0 mg/kg)
(cuadros cerrados, n=11) y a los 90 dias para el grupo control (cuadros abiertos, n=11). El grafico
inferior muestra la tasa de respuestas (TR) para ambos grupos. Medias £ S.E.M.

El resumen de los resultados obtenidos de esta fase se puede

donde se detalla el analisis estadistico para ambos grupos.

observar en la Tabla 2, en

CONTROL (90d) | DIAZEPAM (90d) | Tig.L= (t-Student)

Emin 0.115 = 0.0373 0.586 + 0.1200 3.746120;, p= 0.0012
Emax 0.936 + 0.0204 0.699 + 0.1201 -1.948 )51, p= 0.0655
Pendiente | 0.687 +0.0901 0.155 + 0.1365 -3.253 293, p= 0.0020

Tabla 2. Comparacion estadistica entre el grupo control y el grupo con administracion de diazepam
90 dias después de la exposicion a la benzodiacepina. Emin: valor minimo de la curva, Eméx: valor
maximo de la curva y pendiente de la curva. Medias + S.E.M.

En las pruebas de generalizacion 90 dias después de la administracion de diazepam, la

comparacion estadistica (ANOVA) de la tasa de respuesta (TR) para cada una de las
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sesiones con las distintas dosis de escopolamina, no mostré diferencias significativas
(F=0.658[131/18.0633, p=0.77) entre el grupo control y el grupo con administracién previa de

diazepam.

8.5. Abstinencia a diazepam y generalizacion.

De forma adicional al analisis del efecto inmediato y a largo plazo del diazepam sobre la
discriminacién y generalizacion de escopolamina, en el presente trabajo se evaluo el efecto
del retir6 abrupto y de la consecuente abstinencia a diazepam. Para ello, a un grupo
independiente (n=8) previamente entrenado a discriminar escopolamina, se le administrd
diazepam (7.0 mg/kg, i.p.) durante 10 dias consecutivos, 24 horas después de la tltima
administracién de diazepam, se realizd una nueva serie de pruebas de generalizacién con
las dosis de escopolamina previamente descritas. Los resultados obtenidos en este
experimento muestran que el retiro subito de la administracion de diazepam produce
cambios drasticos en la conducta de los sujetos. Esta alteracion en la conducta, se ve
descrita en la evidencia, por la aparicion subita de debilidad, temblores recurrentes,
conductas repetitivas de acicalamiento, asi como hiperactividad desorganizada.

En la parte superior de la Figura 5, se puede observar los resultados del grupo con retiro de
la administracioén de diazepam y la comparacion con el grupo control. El grupo con el retiro
subito del diazepam no presentd un gradiente de generalizacion en sus respuestas, en lugar
de ello, su ejecucion se ajusta a una recta con una pendiente negativa (-0.01 + 0.16), la cual
presenta una diferencia estadisticamente significativa con respecto a la pendiente del grupo
control (t-Student= 4.52[7}, p< 0.001). De igual forma, el valor maximo (0.5 = 0.18) y el

valor minimo (0.5 + 0.15) de la curva del grupo con retiro de diazepam, presentan
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diferencias estadisticamente significativas con respecto al valor méaximo (t-Student= -
2.86y173, p=0.01) y minimo (t-Student= 3.90(;7;, p= 0.001) de la curva del grupo control.

Notablemente, las respuestas del grupo con retiro subito del diazepam se ubican en niveles
totalmente azarosos con valores de ID iguales a 0.5. No obstante, las tasas de respuesta
(TR) en el grupo con retiro subito de diazepam, a diferencia de los grupos experimentales
anteriores, presentaron valores significativamente diferentes a los valores del grupo control

(ver Grafica 5, inferior y estadistica mas adelante).
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Figura S. Curvas de generalizacion del grupo con retiro subito de diazepam (7.0 mg/kg, 10 dias)
(cuadros cerrados, n=8) y del grupo control (cuadros abiertos, n=11). El grafico inferior muestra la
tasa de respuestas (TR) para ambos grupos. Medias = S.E.M.
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El resumen estadistico de los resultados obtenidos entre el grupo con suspension de la
administracién de diazepam y el grupo control, se puede observar en la Tabla 3, en donde

se detallan los valores estadistico para ambos grupos.

CONTROL ABSTINENCIA-DZ | Tig.1 = (t-Student)
Emin 0.048 +£0.0180 0.558 £ 0.1530 3.903p173, p=0.0011
Emax 0.960 + 0.0180 0.500 + 0.1890 -2.860y17,, p=0.0108
Pendiente 0.773 £0.0913 -0.013 £ 0.1616 4.5221177, p= 0.0003

Tabla 3. Comparacion estadistica entre el grupo control (n=11) y el grupo con abstinencia a
diazepam (n=8). Emin: valor minimo de la curva, Emax: valor méximo de la curva y pendiente de
la curva. Medias + S.E.M.

Como se menciond anteriormente, la comparacion estadistica (ANOVA) de las tasas de
respuesta (TR) para las sesiones de generalizacion con las distintas dosis de escopolamina
entre el grupo control y el grupo con retiro subito de la administracion de diazepam,
demostro diferencias significativas (F=11.811113/15.985), p<0.001) entre los resultados. Las
comparaciones multiples (Tukey-Kramer) confirmaron diferencias estadisticas para la tasa
de respuestas entre grupos en las dosis de escopolamina de 0.091 (p<0.001), 0.16 (p<0.01)

y 1.0 (p<0.001) mg/kg.

A4



9. DISCUSION Y CONCLUSIONES

Al solucionar un problema de discriminacion entre dos o mas, opciones el sujeto aprende a
relacionar correctamente una respuesta con sefiales relevantes, al mismo tiempo que su
respuesta se vuelve independiente de senales irrelevantes (Restle, 1955). Este proceso
asociativo le confiere al organismo habilidades de adaptacion biologica que contribuyen
directamente en su capacidad de obtener valores ttiles del medio ambiente e incrementar la
probabilidad de su sobrevivencia. Las ventajas evolutivas de la capacidad para discriminar
estimulos y responder adecuadamente a ellos, seguramente han determinado que este
proceso este ampliamente presente en el desarrollo de la especies, desde etapas muy
tempranas en el desarrollo filogenético de los organismos (Davidson et al., 2011), asi como
desde etapas muy tempranas en el desarrollo ontogenético del propio ser humano (Colombo
et al., 1990).

La discriminacion de estimulos implica un proceso de aprendizaje que produce cambios
relativamente estables en la conducta, siendo la memoria el cambio fisico en el organismo
que permite que la conducta perdure. La memoria es esencial para la experiencia humana:
considerando la experiencia como una continuaciéon del pasado mas reciente o bien del
remoto, asi como una proyeccion hacia el futuro. La memoria es también un mecanismo de
importante referencia en el avance evolutivo. Mecanismo que ha ayudado de manera
significativa a mejorar la adaptacion del individuo al medio, dada su capacidad unica para
almacenar experiencias (Prado, 2006). En el presente estudio se analiz6 el efecto del
diazepam, uno de los psicofarmacos mas empleados en la farmacologia contemporanea,
sobre la memoria para discriminar estimulos farmacologicos, no sélo del efecto inmediato

generado por la administracion del diazepam, sino también su efecto a largo plazo y el
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efecto de su abstinencia posterior a su administracion continua por 10 dias.
Adicionalmente, el proceso asociativo estudiado en el presente trabajo involucra la
capacidad para relacionar correctamente respuestas especificas con la administracion de un
antagonista colinérgico muscarinico, la escopolamina, hasta el momento no se habia
estudiado el efecto del diazepam sobre la discriminacion de estimulos farmacologicos
anticolinérgicos. Lo anterior involucra al menos dos sistemas neuroquimicos, el colinérgico
y el GABAérgico, y su interaccion en procesos de aprendizaje y memoria en mamiferos.
Los resultados obtenidos en el presente estudio confirman que los sujetos, en este caso
roedores, son capaces de asociar la administracion sistémica de un antagonista colinérgico
muscarinico, la escopolamina, con respuestas conductuales especificas, ain cuando en la
literatura neurocientifica la escopolamina ha sido clasicamente referida como un potente
agente farmacologico que interrumpe la formacion de la memoria. Las curvas de
adquisicion (grafica 1) demuestran que los sujetos son capaces de aprender a discriminar la
presencia del fArmaco de la administracion de su vehiculo (salina), por lo que en el presente
estudio se replica la capacidad de la escopolamina para fungir como un estimulo
discriminativo (Overton, 1977; Kelley y Porter, 1997), capaz de ejercer un control
asociativo de la conducta (Barry, 1974) y de ser generalizado en un gradiente de respuestas
(figura 2) en funcion de la dosis administrada (Jung et al., 1988; Casasola et al., 2007).

Es particularmente interesante la demostracion de que el aprendizaje asociativo y la
respuesta de discriminacion perduran por periodos prolongados, en este caso el grupo
control logré conservar, por un periodo de 90 dias, un gradiente de generalizacion
practicamente indistinto al gradiente presentado inmediatamente después del proceso de
aprendizaje (figura 4). Lo anterior sefiala un sistema de memoria a largo plazo involucrado

en el proceso (Casasola et al., 2007).
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En relacion al efecto del diazepam sobre la capacidad de discriminacion y generalizacion
de estimulos, los resultados obtenidos en el presente estudio muestran que una vez que los
sujetos habian adquirido la discriminacion de estimulos, la administracion de diazepam
disminuye significativamente su capacidad para responder correctamente, alterando de
forma evidente el control de estimulos ejercido por la escopolamina (ver figura 3). Este
efecto es congruente con una amplia cantidad de estudios que sefialan un efecto amnésico
de las benzodiacepinas (Buffett-Jerrott, 2002; Gonheim, 1990; Curran, 1991; 1986). El
efecto negativo del diazepam sobre la generalizacion de escopolamina se distingue
mayormente en dosis menores a la dosis de entrenamiento (figura 3), las diferencias
estadisticamente significativas en la pendiente de la curva de generalizacion y el valor
minimo de la curva demuestran este efecto (tabla 1), la respuesta del grupo con diazepam a
la dosis de 1.0 mg/kg de escopolamina, no presentd diferencias estadisticamente
significativas con respecto al grupo control, aunque se observa una fuerte tendencia
estadistica (p= 0.09). Los datos anteriores sugieren que el efecto del diazepam es mayor
sobre la capacidad de los sujetos para discriminar cambios o diferencias en las propiedades
del estimulo discriminativo. Este efecto definitivamente altera la capacidad de los sujetos
para distribuir su conducta de acuerdo a un gradiente normal de generalizacion.

Es particularmente notable que el efecto negativo de la benzodiacepina es persistente por
un periodo de tiempo prolongado. En el presente estudio se observd (figura 4) que la
administraciéon de diazepam puede modificar negativamente la ejecucion de los sujetos
incluso mucho tiempo después de la tltima administracion de la benzodiacepina. Se ha
mencionado que una vez eliminada la droga (benzodiacepina) del cuerpo, no se presenta
ningun tipo de amnesia para informacion nueva (Curran, 1986). Sin embargo, de acuerdo a

las observaciones en el experimento a largo plazo del presente trabajo, no ocurre asi para
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recuperar informacion asociativa que fue adquirida previamente; el efecto del diazepam
sobre la capacidad de discriminacion adquirida con anterioridad es ain notable después de
90 dias.

Se ha referido que el efecto amnésico de las benzodiacepinas puede ser el resultado de los
efectos sedantes y la disminucién en la actividad motora que producen estos compuestos
(ver Mintzer y Griffiths, 2003*, Buffet-Jerrott, 2003). En el caso de la administracion de
estimulos farmacoldgicos o de cualquier otro tipo de estimulos utilizados para el control de
la conducta, el sujeto debe detectar la presencia del estimulo, procesar la informaciéon de
manera que asocie el estimulo a la respuesta, y por ultimo, debe emitir la respuesta
normalmente de naturaleza motora o con implicaciones motoras. Consecuentemente, el
control de estimulos por la conducta, incluye componentes sensoriales, de procesamiento y
motores. Estos componentes pueden manipularse de manera independiente para alterar el
control de estimulos de la conducta (Picker y Negus en van Haaren, 1993). Los resultados
que se presentan en el presente estudio, como consecuencia de la administracion inmediata
y a largo plazo de diazepam (figura 3 y 4), no se relacionan con cambios sobre la capacidad
motora, sensoriomotora o el nivel de motivacion de los sujetos, ya que el analisis
estadistico de las TR del grupo con diazepam (1.0 mg/kg) y su comparacion con el grupo
sin administracion de la benzodiacepina (grupo control) no demostré cambios o diferencias
significativas entre ambos grupos. Lo anterior sugiere que los cambios en la conducta de
los sujetos con administracion de diazepam, ocurren a niveles del procesamiento de la
informacion y no sobre procesos motores, motivacionales o sensoriomotores. Esta
consideracion es consistente con la literatura que refiere un efecto especifico de las

benzodiacepinas sobre la memoria (Buffett-Jerrott y Stewart, 2002).
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No obstante este no es el caso para los resultados que se obtuvieron posterior a la
suspension subita de la administracion de diazepam (7.0 mg/kg, i.p., 10 dias). Los
resultados obtenidos en los sujetos a quienes les fue suspendida la administracion de
diazepam, muestran una respuesta totalmente azarosa ante el estimulo discriminativo y las
variaciones en la magnitud (concentracion) del estimulo, pero los resultados se asocian a
una disminucion en los valores de la tasa de respuestas, en donde por lo menos 3 de las
sesiones prueba de generalizacion (dosis 0.091, 0.16 y 1.0 de escopolamina) presentaron
diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo control que no recibid la
benzodiacepina. La disminucidon general en la tasa de respuestas refiere un efecto
desorganizador de la suspension de la benzodiacepina sobre la conducta de los animales.
Como ya se menciond, se ha referido que la abstinencia a diazepam genera un elevado nivel
de ansiedad, irritabilidad, alteraciones perceptuales, temblor, patrones convulsivos y
sintomas autonomicos (File, 1990; Lader, 1994; Martijena et al., 1996), los cuales duran
comunmente entre 5 y 15 dias (Owen y Tyrer, 1983). A pesar que en el presente estudio se
intento minimizar los efectos no cognoscitivos de la abstinencia a diazepam, considerando
para ello un periodo de administracion del diazepam (10 dias) menor a lo empleado
habitualmente en otros estudios para inducir la abstinencia (p.e. 21 dias en Martijena et al.,
1996), la disminucion significativa en la tasa de respuestas del grupo con suspension de
diazepam no permite distinguir efectos motores, de irritabilidad, ansiogénicos o
cognoscitivos como causantes de los cambios conductuales. No obstante, a pesar de que los
cambios en los resultados de los sujetos durante las pruebas de generalizacion no se pueden
atribuir a procesos propiamente amnésicos o de una alteracion en la recuperacion de la
informacion previamente adquirida, la alteracién conductual en los sujetos con interrupcion

subita del diazepam es por si misma importante y demuestra la relevancia en la suspension
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del tratamiento con este tipo de psicofarmacos en el desempeiio conductual de diversas
tareas. Si bien en el presente estudio la tarea sustantiva consistid en la discriminacion de
estimulos y la consecuencia de la tarea residid en la obtenciéon o no de un reforzador,
podemos sospechar los resultados de la suspension subita de las benzodiacepinas cuando la
consecuencia del desempefio conductual sea de mayor relevancia (p.e. seguridad del
individuo o evitacién de consecuencias aversivas). Convendria incluir pruebas de ansiedad,
motoras y atentivas o una instrumentaciéon mas especifica (Fluck, 1998; Buffett-Jerrott,
2002), para evaluar diferencialmente los diversos efectos de la abstinencia a las
benzodiacepinas sobre el desempeio de tareas conductuales.

Adicionalmente, la interaccién entre diversos sistemas neuroquimicos es un proceso
habitual en la fisiologia del sistema nervioso. El presente trabajo incursiona en el analisis
de la interaccion entre dos sistemas de neurotransmision, el colinérgico y el GABAérgico.
Algunos estudios han referido evidencia al respecto, por ejemplo, la evidencia de una
mejoria en la amnesia inducida por escopolamina con el agonista inverso del receptor
sensible a las benzodiacepinas, las beta-carbolinas, sugiere un control GABAérgico sobre la
neurotransmision colinérgica (Prabhakar et al., 2007). Por su parte, Mc Namara y Skelton
(1992), sugirieron una relacioén funcional entre los sistemas colinérgico y benzodiacepinico,
reportando que la escopolamina induce un impedimento en el aprendizaje dependiente de
lugar, como resultado del incremento en la actividad benzodiacepinica/GABAérgica,
incluso involucrando este efecto en trastornos neurodegenerativos como la enfermedad de
Alzheimer, por ejemplo.

Finalmente, resta mucho por analizar sobre los principios neurofisioldgico y conductuales
de la discriminacion de estimulos, sus mecanismos neuroquimicos y la interaccion con la

accion de diferentes psicofarmacos que modifican la conducta.
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9.1. Conclusiones.

1. Los resultados del presente estudio corroboran que las ratas son capaces de discriminar la
administracién del antagonista muscarinico la escopolamina y generalizar su respuesta

ante distintas dosis decrecientes de este antagonista.

2. La administraciéon de la benzodiacepina diazepam (1.0 mg/kg, i.p.) produce cambios
significativos en la capacidad previamente adquirida por los sujetos para discriminar y

generalizar la administracion de un estimulo farmacoldgico antimuscarinico.

3. La administraciéon de la benzodiacepina diazepam (1.0 mg/kg, i.p.) produce cambios
significativos a largo plazo (90 dias) en la capacidad previamente adquirida por los
sujetos para discriminar y generalizar la administracion de un estimulo farmacologico

antimuscarinico.

4. Independientemente del efecto especifico de las benzodiacepinas sobre la memoria, el
retiro subito en la administracion de dosis continuas de diazepam (7.0 mg/kg) por un
periodo de 10 dias, produce cambios generales sobre la organizacion de la conducta de
los sujetos, imposibilitando la ejecucion adecuada en una tarea de discriminacién de

drogas previamente adquirida.
5. El paradigma de discriminacion de drogas se presenta como un procedimiento util para la

evaluacion conductual del efecto de psicofarmacos sobre el aprendizaje asociativo y la

memoria.
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