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RESUMEN

Existen datos que indican que el sistema serotoninérgico participa en procesos de
aprendizaje y memoria. Por ejemplo, la aplicacion previa al entrenamiento de la tarea de
evitacion inhibitoria o pasiva, de drogas como la p-cloroanfetamina (PCA), que agota la
concentracion de 5-HT cerebral y que ademas degenera selectivamente las proyecciones
serotoninérgicas, produce deficiencias significativas en la adquisicion y retencion de esta
tarea. El objetivo de este estudio fue determinar si el efecto degenerativo producido por la
PCA, dafia la adquisicion y retencion de una tarea de evitacion activa de una via, en
condiciones de sobrerreforzamiento. Se utilizaron ratas macho, de la cepa Wistar, que fueron
entrenadas con 0.6, 0.8, 1.0 6 1.4 mA. Una semana antes del entrenamiento fueron
inyectadas con 10 mg/kg de PCA, ip, y 24 h después de la sesion de entrenamiento se
evaluo la retencion. Todos los grupos presentaron deterioro tanto en la adquisicion como en
la retencion, excepto el grupo que fue entrenado con 1.4 mA, el que no presentd ninguna
deficiencia. Con los datos obtenidos se confirma que la aplicacion de PCA una semana
previa al entrenamiento, dafia la ejecucion de la tarea aversiva aprendida con intensidades
bajas, mientras que este mismo tratamiento es inefectivo en condiciones de aprendizaje
incrementado o sobrerreforzado. Con los datos obtenidos se puede concluir que con la
aplicacion de PCA, que produce liberacion masiva de 5-HT cerebral y posteriormente
degeneracion del sistema serotoninérgico, se observan dos efectos sobre el aprendizaje de
la tarea de evitacion activa. Si el entrenamiento de la tarea se realiza con intensidades bajas
de choque eléctrico el aprendizaje de la tarea asi como el establecimiento de la memoria se
observan deteriorados, pero si durante el entrenamiento la intensidad de choque eléctrico es

alta (sobrerreforzamiento), no se observa efecto de deterioro en la adquisicion de la tarea ni

en el establecimiento de la memoria.



Estos hallazgos tienen importancia dado que en todos los estudios realizados con
anterioridad el uso del sobrerreforzamiento protegié en contra de los efectos amnésicos
producidos por diversas drogas. En este estudio también se observo el efecto protector aun
cuando el sistema de 5-HT habia degenerado, mientras que en estudios previos el cerebro
solo estaba bajo la influencia de alguna droga. En otras palabras, a pesar de que el sistema
de serotonina es muy importante porque tiene interacciones con otros sistemas de
neurotransmision, su ausencia no limita el desarrollo de los procesos de memoria, ya que en
condiciones de sobrerreforzamiento la memoria no se ve afectada y es probable que en
estas condiciones otros sistemas de neurotransmision sean los responsables de consolidar

la informacién aprendida.



ABSTRACT

Previous data indicate that the serotonergic system participates in learning and memory
processes. For example, pre-training administration of drugs that deplete neurotransmitter
cerebral stores, and also produce selective lesions of serotonin (5-HT) induces significant
deficits in acquisition and retention of inhibitory avoidance behavior, except when animals are
submitted to overreinforcement. The aim of this study was to determine whether the lesion of
5-HT neurons, produced by p-chloroamphetamine (PCA), interferes with learning and
memory of a task that entails motor activation, e.g., active avoidance. Furthermore, the
effects of PCA were tested in animals submitted to overreinforcement of this task. Male
Wistar rats were trained with 0.6, 0.8, 1.0 or 1.4 mA, and retention was measured 24 h later.
One week before training they were injected, ip, with 10 mg/kg of PCA. All groups showed
significant deficits both in acquisition and retention, except for the group that was trained with
1.4 mA. These results support the hypothesis that an intact serotonergic system is necessary
for learning and memory, and that in conditions of enhanced training (overreinforcement), this

system is no longer necessary.



.  INTRODUCCION

El conocimiento de las funciones superiores en el ser humano como el proceso de
memoria se ha basado en gran medida, en el estudio de diversas patologias cognitivas, sin
embargo estos estudios no han proporcionado la informacién necesaria que permita
establecer relaciones causa-efecto, entre la anatomia y fisiologia de diferentes estructuras
cerebrales y su funcion. La alternativa a este problema es la utilizacion de modelos
animales, aunque con estas metodologias se presentan varias dificultades, ya que
dificilmente aportan informacion que pueda relacionarse directamente con las funciones
superiores del género humano, pero a pesar de las limitaciones referidas, ambas
aproximaciones han permitido establecer conclusiones acerca de como se realizan estos

procesos cognitivos.

Investigaciones recientes han enfocado su atencién en la comprension del
comportamiento neuronal y bioquimico de los procesos que estan involucrados en las
funciones cerebrales superiores, utilizando procedimientos como: a) lesién o inactivacion de
regiones especificas del cerebro, con el fin de eliminar o inactivar temporalmente neuronas
que contengan un neurotransmisor especifico, o b) uso de drogas que incrementan o
disminuyen la actividad de diferentes sistemas de neurotransmision. Estas drogas pueden
aumentar o disminuir las concentraciones sinapticas, uniéndose, pre- o post-sinapticamente

a diferentes receptores, alterando la sintesis o la degradacion de los neurotransmisores.

En este trabajo se evalud el papel de la serotonina (5-HT) en la adquisicion y

retencion de una tarea de evitaciéon activa de una via. Este paradigma ofrece ventajas, ya



que el entrenamiento se realiza en un solo dia, con la posibilidad de controlar variables
ajenas que pudieran interactuar con los procesos que se quieren estudiar. Esta
caracteristica convierte a este tipo de aprendizaje en un modelo muy adecuado para el

estudio de los procesos de aprendizaje y memoria.



Il. ANTECEDENTES

A. Antecedentes historicos

En 1948, Rapport aisl6 una sustancia de la sangre que producia vasoconstriccion; la
estructura de la sustancia responsable de este efecto fue caracterizada y denominada como
5-hidroxitriptamina o serotonina. Esta, al igual que la mayoria de los neurotransmisores, fue
descubierta en el exterior del sistema nervioso. La 5-HT es una monoamina biogénica, de la
cual se conoce bien su distribucion en el cuerpo humano. Una vez que fue sintetizada
quimicamente y posteriormente identificada en el SNC de la rata, del perro y de la vaca
(Amin y col., 1954), fue propuesta como neurotransmisor (Bogdanski y col., 1956; Brodie,

1990; Marrazzi y Hart, 1955).

B. Substrato serotoninérgico

El sistema serotoninérgico fue mapeado por Dahlstrém y Fuxe en 1964, y gracias a
estos estudios realizados en la rata, el gato y el mono, sabemos que es uno de los sistemas
de neurotransmision mas extensos del cerebro. La Figura 1 muestra las principales
proyecciones de los 9 cumulos neuronales que componen el sistema serotoninérgico en la
rata (B1-B9), que se originan principalmente en los nucleos del rafe del tallo cerebral. Las
proyecciones serotoninérgicas hacia el cerebro anterior son extensas y se derivan de los
grupos neuronales ponto-mesencefalicos conocidos como nucleos del rafe dorsal (B7) que
ocupan la linea media del tallo cerebral, y el medial (B8). Estos grupos neuronales pueden

distribuir proyecciones ascendentes al diencéfalo y telencéfalo cubriendo todas las areas de



la corteza cerebral, pasando a través del hipotalamo, formacion hipocampal, nucleos
talamicos, amigdala, cuerpo estriado, tubérculo olfatorio y septum. La densidad y extension
de la inervacion serotoninérgica a la corteza es tal, que las células del rafe se conectan con
cada una de las células corticales. Por medio de estudios neuroanatomicos se ha
demostrado que los Ganglios Basales contienen grandes cantidades de 5-HT, sobretodo el
estriado en el que se observo que la triptéfano-hidroxilasa tiene mayor accion y existe un
gran numero de receptores de 5-HT. Una porcion menor de las proyecciones de estos
nucleos envia axones descendentes hacia la médula espinal y de forma similar a las
neuronas bulboespinales. El nucleo rafe palido (B1) oscuro (B2) y magnus (B3), proyectan
hacia la médula espinal. Se sabe que hay vias colaterales del sistema serotoninérgico que
se dirigen hacia el cerebelo, o bien inervan la pared de la cavidad ventricular formando el
plexo supra-ependimal (Soubrié y col.,, 1984). Lo que mejor caracteriza al sistema
serotoninérgico cerebral es su gran numero de vias monosinapticas ascendentes y
descendentes que inervan todos los niveles neuronales, es decir que una sola neurona de 5-
HT puede modificar simultdneamente la actividad de varias sinapsis funcionalmente

diferentes, produciendo un efecto global en las neuronas inervadas.
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Fig 1. Distribucién de las principales vias de 5-HT en el sistema nervioso central de
la rata. B1-B9 representan la ubicacion de los diferentes nlcleos que conforman el sistema

del rafe (Modificado de Cooper y col., 1991).

C. Sintesis de Serotonina

Se requiere de dos reacciones enzimaticas (hidroxilacion y descarboxilacion) a partir
del aminoacido triptéfano, siendo éste el precursor de la 5-HT. El triptéfano del plasma
proviene de la dieta, por lo que su disminucién o carencia total en los alimentos, disminuye la
concentracion de 5-HT cerebral. Ademas existe una variacion ritmica en la concentracion
plasmatica de triptéfano, por lo que este fendmeno influye en la tasa de sintesis de 5-HT en

el cerebro (Cooper y col., 1991).



El triptéfano proveniente del plasma es hidroxilado en la posicion 5, formandose el
compuesto 5-hidroxitriptofano (5-HTP); este paso se considera el limitante en la sintesis del
neurotransmisor (Jequier y col.,, 1967); la enzima responsable de esta reaccion es la
triptofano-hidroxilasa (Grahame-Smith,1964). Una vez sintetizado el 5-HTP, éste es
descarboxilado casi de inmediato para formar 5-hidroxitriptamina por accién de la enzima

aromatica L-aminoacido-descarboxilasa (Udenfriend y col., 1965; Cooper y col., 1991).

Cuando ha finalizado Ia sintesis, la 5-HT puede ser transportada a vesiculas para su
almacenamiento, y es degradada por la enzima monoamino-oxidasa (MAQO) mitocondrial o
liberada para seguir diferentes rutas. De ellas una da lugar a la formacion del acido 5
hidroxiindolacetico (5-HIAA) (Blaschko y Levine, 1966), su principal metabolito urinario. La
segunda ruta, se lleva a cabo en las terminales pre-sinapticas después de su liberacion, en
donde se recaptura e inactiva por la MAO (Thompson, 1985), siendo esta recaptura esencial

para la liberacion posterior del neurotransmisor (Fig. 2).

Una vez liberada la 5-HT interactia con diferentes tipos de receptores localizados
en las membranas pre 6 post-sinapticas, al respecto existe evidencia de que la 5-HT se
combina con mas de un tipo de receptor. Después de una serie de investigaciones Ennis y
col., (1981), determinaron la existencia de receptores inhibitorios serotoninérgicos

localizados en terminales de neuronas dopaminérgicas en el estriado.
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Fig. 2. Sintesis y metabolismo de la 5-HT.

D. Actividad serotoninérgica

El proceso de liberacion de 5-HT es regulado en las terminaciones pre-sinapticas
por impulsos nerviosos que tienen un rango de frecuencia de 0.5 a 2.5 Hz (Bloom, 1985).
Cuando la 5-HT se libera al espacio sinaptico se estimulan receptores post-sinapticos
serotoninérgicos y al mismo tiempo se inhiben autorreceptores pre-sinapticos, para regular
la sintesis y liberacion del neurotransmisor. Es decir, que las neuronas de 5-HT estan
reguladas por autoinhibicion a través de la activacion de autorreceptores 5-HTqa

somatodendriticos (Wong, Bymaster y Engleman, 1995).

Existen muitiples manipulaciones que pueden modificar la sintesis y liberacion del
neurotransmisor tales como: descargar el aminoacido precursor triptofano 6 5-

hidroxitriptéfano, inhibicion de la enzima monoamino oxidasa, inhibicion del transporte de 5-
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HT, mejoramiento de las vias de autorreceptores, aplicacion de agonistas de receptores y

subtipos de 5-HT.

En la Figura 3 se esquematiza el mecanismo molecular en una sinapsis
serotoninérgica, con los diferentes procesos que ahi se realizan y en su caso los sitios

donde se pueden hacer las manipulaciones antes mencionadas.

Se ha especulado mucho acerca de si la actividad de la 5-HT es excitatoria o
inhibitoria, por una parte se tienen datos que demuestran que la aplicacion directa de 5-HT al
estriado produce un efecto excitatorio ya que se registran potenciales excitatorios en las

neuronas post-sinapticas (EPSP) (Van der Maclen y col., 1979).

De forma similar, al estimular el rafe dorsal en las neuronas post-sinapticas se
registran efectos de despolarizacion seguida de un efecto de hiperpolarizacion prolongada,
la cual termina en una despolarizacion. Sin embargo, a pesar de estos datos hay opiniones
que favorecen el papel inhibitorio de la 5-HT. Al respecto, registros intracelulares de una sola
neurona que es estimulada eléctricamente desde el rafe dorsal tiene accion inhibitoria en las

neuronas estriatales.
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Fig. 3. Mecanismos moleculares en la sinapsis de 5-HT (Modificada de Wong y col.,

1995).

E. Receptores de Serotonina

En mamiferos se ha logrado aislar 14 tipos de receptores de serotonina y han sido
clasificados dentro de 7 familias (5-HT1 al 5-HT7) (Hoyer, y col., 1994), usando herramientas
farmacologicas (agonistas y antagonistas), bioquimicas (radioligandos, segundos
mensajeros) y biologia molecular (clonacién de receptores). Ademas se han empleado

diversos criterios operacionales, transduccionales y estructurales para su clasificacion.



En esta clasificacion se reconoce la existencia de multiples tipos y subtipos de 5-HT,
donde los 5-HT4, 5-HT,, 5-HT4 y 5-HT5s pertenecen a la superfamilia de receptores acoplados
a la proteina G vy el receptor esta relacionado a la adenilato ciclasa. Los receptores 5-HT;

pertenecen a la superfamilia que se acoplan a un canal idnico.

Los receptores 5-HT4 se han subdividido en 5-HT14, 5-HT1s en la rata (en el hombre
este receptor es el 5-HT1pg), 5-HT4p (divididos en 5-HT1ipa y 5-HT4pg), 5-HT1g, 5-HTr. Los
receptores 5-HT4pa Y 5-HT1pg S€ expresan con la misma farmacologia que los receptores 5-
HTip. Sus genes carecen de intrones y estan negativamente acoplados a la adenilato
ciclasa.

El grupo de los receptores 5-HT,, incluye a los receptores 5-HT2a, 5-HT2g y 5-HT5c.

Estos receptores activan la fosfolipasa C y sus genes tienen intrones.

Los receptores 5-HT3; se han identificado por medios farmacolégicos y se expresan
diferencialmente entre especies. Estos receptores han sido clonados en roedores y es

posible que existan subtipos de los receptores de 5-HT3.

Los receptores 5-HT4 se encuentran positivamente acoplados a la adenilato ciclasa.

No existe informacion acerca de su estructura y no se han identificado subtipos.

El grupo de receptores 5-HTs presentan una farmacologia semejante a la de los

receptores de 5-HT4, sin embargo los genes de estos receptores tienen intrones. No existe

informacidn operacional o transduccional.
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Finalmente existe una serie de receptores que no estan claramente caracterizados
aunque existe informacioén transduccional o estructural sobre ellos. Este tipo de receptores
son receptores vasculares que han sido farmacoldgicamente denominados como

pertenecientes al tipo 5-HT1.ie (Hoyer y Martin, 1997).

F. Serotonina y conducta

Se sabe que la 5-HT en la rata regula conductas de alimentacién, reproductivas y
funciones sensoriales como la nocicepcion (Davis y Sheard, 1974). Se cree que también
regula funciones motoras, facilitando o inhibiendo los reflejos de flexion en la rata (Sfikakis, y
col., 2002); estos efectos son importantes porque pueden influir en la ejecucion de
conductas aprendidas, y dependen de la inhibicion o activacion de los receptores de 5-HT

cerebral (Babar, y col., 2001; 2002).

Un incremento en la actividad serotoninérgica produce el sindrome motor
serotoninérgico. Los primeros signos que aparecen son: retraccion del labio inferior, postura
flaccida del cuerpo y posteriormente se presentan hiperexcitabilidad, espasmos, reflejos de
flexion en las patas, periodos de inmovilidad y temblor, o rigidez entre otros (Grahame-
Smith, 1964; Misane y col., 1998). Es posible reproducir el sindrome con la aplicaciéon de 5-
hidroxitriptofano (5-HTP) o drogas como la p-cloroanfetamina (PCA), aunque cabe
mencionar que la aparicion de este sindrome no solo involucra el sistema de 5-HT, sino que

también hay participacion del sistema dopaminérgico (Trulson y Jacobs, 1975).



G. Serotonina en procesos de aprendizaje y memoria

Estudios recientes muestran que cambios en la transmisién sinaptica serotoninérgica
del cerebro pueden modificar considerablemente el aprendizaje de condicionamiento
aversivo en la rata. Por ejemplo, tratamientos con los que se incrementa la actividad de 5-
HT en el cerebro causan deficiencias en el aprendizaje de evitacion inhibitoria (Babar, y col.,
2001; 2002) y activa (Ogren, 1982, 1985a,1986), aunque esto ain no esta del todo claro

(Briley, 1990; McEntee y Cook, 1991).

Algunas investigaciones demuestran que el agotamiento de 5-HT facilita el
aprendizaje de evitacion en rata (Brodie, 1900); sin embargo, se pueden obtener diferentes
efectos dependiendo del metodo (farmacolégico o por medio de lesiones especificas) que se
utilice para agotar las concentraciones del neurotransmisor, presentandose resultados
antagonicos cuando se examinan tareas de aprendizaje similares. Estas discrepancias
pueden ser debidas al sitio de la lesion, su extension y a variaciones en las metodologias
empleadas en la tarea de aprendizaje. Asi, se ha propuesto que un aumento (Woolley y Van
der Hoeven, 1963), o disminucion en la actividad serotoninérgica mejora o deteriora estos

procesos cognitivos (Altman y Normile,1988; Briley, 1990; Decker y McGaugh, 1991).

Joyce y Hurwist (1964), y Roffman y Lal (1971) encontraron que la administracion
sistémica de S-hidroxitriptéfano en ratas, produce deficiencias en la evitacion activa, pero
este efecto se puede antagonizar con la aplicacién de o-metil-p-tirosina que tiene la

capacidad de atenuar su efecto neurotoxico por un amplio periodo (Axt y Seiden, 1990).
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Lo cierto es que aun no esta claro qué papel desempefia la 5-HT en procesos de
aprendizaje y memoria y de forma mas especifica, en procesos de aprendizaje asociativo.
Puede ser debido a la dificultad para determinar si los cambios observados en estos
procesos de aprendizaje involucran mas de un soélo tipo de funcion, como la atencion,

motivacion o procesamiento sensorial o actividad motora.

El curso que han seguido las investigaciones es variado, en general podemos decir
que se han tratado de examinar los procesos de un aprendizaje de evitacion, estudiando sus
principales componentes (adquisicion, consolidacion y retencion), e intentando disociarlo de
la atencion y la motivacion. Por otro lado se ha tratado determinar la participacion de la 5-HT
en el procesamiento de esta informacion, de igual forma ver qué mecanismos ocurren en las
terminaciones pre-sinapticas y post-sinapticas en las neuronas de 5-HT durante este

aprendizaje.

En estos trabajos se ha empleado un gran nimero de procedimientos para estudiar
los efectos del incremento en la actividad de 5-HT como la aplicacion de triptéfano, 5-HTP, o
agonistas de 5-HT, aunque ninguno de estos tratamientos es selectivo del sistema de 5-HT
cerebral (Ogren, 1982). A pesar de que la administracion de triptéfano aumenta los indices
de sintesis de la 5-HT, no llega a provocar la liberacion del neurotransmisor, probablemente
debido a que no se afecta el proceso de autorregulacion en la sintesis y liberacion del
neurotransmisor. También se ha dado estimulacion eléctrica en los ntcleos del rafe,
incrementando el agotamiento de 5-HT cerebral, y deteriorando los procesos de aprendizaje

(Altman y Normile, 1988; Gower,1992; McEntee y Cook, 1991).
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Una alternativa es el uso de drogas que liberen 5-HT desde las terminales nerviosas
pre-sinapticas, y ésto se ha logrado con el uso de anfetaminas, o de algun analogo, como la

p-cloroanfetamina (Cho y Segal, 1994).

H. Participacion de los subtipos de receptores de 5-HT en el aprendizaje

Diferentes grupos de investigacion han estudiado si los distintos tipos de receptores

de serotonina estan involucrados en procesos de aprendizaje y memoria.

Al respecto tenemos que Meneses y Terron (2001), evaluaron los mecanismos
involucrados en la facilitacion de la consolidacion de un aprendizaje de automoldeamiento
(en esta tarea el sujeto experimental es condicionado por la aparicion de una luz como
estimulo condicionado, asociado a la presentacion de un estimulo incondicionado como el
agua, a presionar una palanca para la obtencion del reforzador). Aplicando agonistas de los
receptores 5-HT 14 intraperitonealmente, tales como (+)-8-hidroxi-2-(di-n-propilamino) tetralin
(8-OH-DPAT), observaron la facilitacion del proceso de consolidacion de la tarea
involucrando la activacion de los receptores 5-HTsa. Cuando bloquean la accion de los
receptores 5-HT,, 7 con antagonistas como el LY215840 y la ritanserina, encuentran que no
se produce dafio en la consolidacion de la tarea de automoldeamiento. Ademas, se puede
detener el dafio causado por otras drogas como la escopolamina (antagonista colinérgico),
en la consolidacion de este aprendizaje. Por tales resultados, sugieren que el bloqueo de los
receptores 5-HT,, 7, puede revertir los dafios causados en el aprendizaje por el bloqueo de

la neurotrasmision colinérgica o glutamatérgica (Meneses y Terron, 2001).
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En otro estudio se evalud la participacion de los receptores 5-HT1a,22/28/2c/3/4 ¥ &
utilizando agonistas como 4-amino-N-[2,6-bis(metilamino)-4-pirimidinil]-benzenesulfonamide
dihidroclorada (Ro-04-6790). Se observd que ésta droga es capaz de facilitar la
consolidacion de la tarea de automoldeamiento via la activacion de receptores 5-HTg Con
estos resultados concluyen que son estos receptores los que en gran medida participan en

el proceso de consolidacion de este aprendizaje (Meneses, 2001a,b).

En un apartado posterior se ampliara el tema de la participacion de la serotonina en
procesos de aprendizaje y memoria, cuando se haga una revision relacionada con

aprendizajes de evitacidn, como el que se utilizd en la parte experimental de esta tesis.

I. Mecanismo de accion de la p-cloroanfetamina (PCA)

Los derivados halogenados de anfetaminas fueron sintetizados en busca de drogas
para controlar la anorexia. El descubrimiento de la PCA como un agotador selectivo de 5-HT
cerebral desencadend una serie de estudios para conocer los efectos neuroquimicos de las
anfetaminas halogenadas (Pletscher y col., 1963). A partir de estos descubrimientos se han
hecho aproximaciones experimentales con aplicacion sistémica (ver adelante) y gracias a
que cruza facilmente la barrera hematoencefalica por ser una molécula lipofilica, se ha
podido utilizar para estudiar la participacion de la 5-HT en procesos de aprendizaje y
memoria. En la presente tesis también se recurri6 a este farmaco para poder probar o
descartar las hipotesis que se proponen. Por esta razon, es pertinente hacer una exposicion
acerca de los mecanismos a través de los cuales la PCA ejerce su accion liberando 5-HT vy,

en su caso, lesionando neuronas serotoninérgicas.
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Los mecanismos por los cuales la PCA induce a la liberacion de 5-HT almacenada
no han sido del todo esclarecidos, pero se cree en parte, gue involucran un proceso de
exocitosis no probado ain. Sin embargo se piensa que cuando la PCA agota serotonina
endogena, puede hacerlo también por modificaciones estructurales que difieren de este
ultimo mecanismo (Fuller y col., 1975). En otras palabras se ha sugerido que la PCA posee
una alta afinidad por los canales membranales transportadores de 5-HT, y ésto ha llevado a
pensar que la PCA se acumula en las neuronas de 5-HT gracias a estos canales. Sin
embargo los intentos por determinar su accion especifica han sido fallidos, pero la aplicacion

de inhibidores de canales de 5-HT previene el efecto de la PCA.

Otra idea que es consistente con este hecho, es que la PCA es un substrato para
estos transportadores de 5-HT. Asi una vez que es inyectada la PCA a ratas, y poco tiempo
después se extraen los cerebros, y estos son sometidos a una centrifugacion diferencial, la
droga se ve asociada a sinaptosomas (Ross, 1986). También la PCA inhibe la actividad de la
enzima MAO una vez que se encuentra dentro de las terminales serotoninérgicas,
blogueando el mecanismo de recaptura y degradacion del neurotransmisor (Jequier y cal.,
1967; Fuller y col., 1975). Koe y Weissman (1966) mencionaron ademas que la inhibicion de
la enzima MAO es permanente. También existe bloqueo en la actividad de la enzima
triptoéfano hidroxilasa, por ser la PCA un compuesto que compite por el sitio de union de la
enzima que realiza la sintesis de 5-HT, aunque este efecto es secundario. Estos
antecedentes muestran de alguna manera la importancia de los canales transportadores de
5-HT para que la PCA tenga efectos a corto plazo y posteriormente se produzcan efectos

neurotoxicos a largo plazo en este sistema (Ask y col., 1989; Rudnick y Wall., 1992).
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El agotamiento de 5-HT puede durar semanas, incluso meses, pero se piensa que la
hiperactividad de los transportadores es lo que conduce a la aparicion de la neurotoxicidad y
no la entrada de la PCA a las terminales, ya que pueden revertirse los efectos iniciales con
la administracion de inhibidores de canales transportadores de 5-HT (ver adelante) (Cho y
Segal, 1994). Cabe mencionar que la PCA es un compuesto seis veces mas potente como

agotador de 5-HT almacenada, que inhibidor de la recaptura del mismo.

Rudnick y Wall (1992), determinaron la existencia de dos esteroisomeros de la PCA,
sin embargo se sabe que el enantiomero (+)-PCA es el causante del efecto agotador de 5-
HT y del blogueo de la actividad de la enzima triptéfano hidroxilasa y no el enantiomero (-)-
PCA. La diferente neurotoxicidad de los enantiomeros no parece ser el resultado de su
permanencia en el cerebro, la cual es distinta, sino de su interaccion farmacologica,

observandose que la (+)-PCA tiene mayor afinidad por los transportadores de 5-HT.

En la rata todas las anfetaminas son metabolizadas frecuentemente por hidroxilacion
en la posicion para- del anillo fendlico. Por las caracteristicas anteriores la PCA no se
distribuye en cualquier tejido y/o sistema y es altamente selectiva, por esta razén su

metabolizacion es muy lenta (Cho y Segal, 1994).

Con la inyeccion sistémica de PCA hay una accion inmediata en el sistema de 5-HT;
una vez dentro en la pre-sinapsis, primero agota las vesiculas de almacenamiento del
neurotransmisor (Sanders-Bush y col., 1974), y sélo una hora después de la inyeccion de
PCA pueden observarse cambios neuroquimicos muy evidentes: tanto la concentracion de
5-HT como de 5-HIAA disminuyen mas del 50% con respecto a un sujeto control. Una hora

despues de la aplicacion, la concentracion de 5-HT y 5-HIAA cerebral siguen disminuyendo,
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se va deteniendo la actividad de la enzima triptoéfano-hidroxilasa y hay inhibicion de la
enzima MAO. Las concentraciones de 5-HT en diferentes estructuras cerebrales se ven
modificadas:; en el estriado existe disminucion del 92%, en el hipocampo de 88%, en la

corteza 65% y en al médula espinal solo 25%.

Existen tratamientos como la administraciéon de fenfluramida, alaprocate, zimelidina
o fluoxetina (inhibidor selectivo de los canales transportadores de 5-HT) (Altman y col., 1984;
1987; Archer y col., 1981; Kohler y col., 1978), con los cuales se puede detener o incluso
revertir el agotamiento de 5-HT provocada por la PCA (Trulson y Jacobs, 1975). La
aplicacion de fluoxetine, ademas de bloquear el efecto de la PCA, también revierte los
efectos que provoca la p-clorofenilalanina (PCPA) (liberador de 5-HT cerebral e inhibidor de
la actividad de la triptofano-hidroxilasa) (Archer, 1982; Archer y col., 1982; Koe y Weissman,
1966). Un tratamiento previo con 3- (P-trifluorometilfenoxy) -N- metil -3-fenilpropilamina
hidroclorado (110140), también previene el agotamiento de 5-HT almacenada, y regresa a

niveles basales las concentraciones cerebrales de triptofano y 5-HT (Ogren y col., 1981).

Con lo anterior, es claro que la administracion previa o posterior a la PCA de
inhibidores selectivos de canales membranales transportadores de 5-HT, pueden bloquearse
los efectos de la PCA, por lo tanto se infiere que el agotamiento de la 5-HT por la PCA, es

dependiente de los canales membranales transportadores.

El efecto que tiene PCA es doble: al inicio del agotamiento de 5-HT cerebral, se
observa una fase que puede ser reversible y que tiene una duracion de 24 a 48 h después
de la aplicacion de la droga; enseguida comienza una fase irreversible (Fuller y col., 1975;

Ogren y col., 1981). En esta fase se ha propuesto que la PCA causa degeneracion de los
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nervios terminales de 5-HT en las proyecciones ascendentes de los nucleos del rafe
(Harvey, 1993; Kohler y col., 1978; Ogren y col., 1981) o que al menos se presenta algun

efecto que disminuye la actividad de este sistema (Sheard, 1974).

Kohler y col., en 1978, mencionan que la PCA tiene un efecto degenerativo
restringido a los nervios terminales de las proyecciones serotoninérgicas, originadas en los
grupos celulares B7-B9. Esta afirmacion se apoya en los trabajos de Fuxe y Jonsson (1974),
quienes observaron degeneracion en los axones terminales de 5-HT del sistema del rafe

mesencefalico.

En un trabajo mas reciente Mamounas y Molliver (1988), reportaron que los axones
del sistema de proyeccién serotoninérgico provienen de dos grupos neuronales con
caracteristicas especificas. En un grupo las dendritas son finas y presentan pocas
varicosidades y estas proyecciones provienen del nucleo del rafe dorsal, y se proyectan a la
corteza cerebral. Estas neuronas en |a rata son degeneradas selectivamente por efecto de la
PCA, mientras que los axones del otro grupo neuronal son mas gruesos y presentan mayor

numero de varicosidades; estas neuronas sufren un menor efecto de la PCA.

Las proyecciones de estas neuronas vienen del nucleo del rafe medio y también
proyectan sus axones a la corteza cerebral. Aparte de estas diferencias anatdmicas existe
un desarrollo ontogenético diferente para cada uno de los grupos mencionados, y quiza
estas dos caracteristicas sean las que den la respuesta diferencial y vulnerable a la accion

de la PCA (Mamuonas y col., 1991).
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También se ha mencionado que la infusién prolongada directamente en los axones
de 5-HT in vitro, de PCA sola, no causa neurotoxicidad, sino que al parecer ese efecto
depende de que exista almacenamiento previo de 5-HT en las terminales presinapticas. Esto
sugiere que el efecto central no sélo es inducido por accion directa de la PCA, sino también
por su interaccién con algun metabolito de la 5-HT. Al respecto Berger y col. (1992) sugieren
que la PCA ejerce un efecto secundario en el que se observa un incremento en las
concentraciones plasmaticas de 5-HT, porque en su paso hacia el cerebro estimula la
liberacion del transmisor en sitios de almacén periféricos, provocando la formacion de 5-, 6-
6 5, T7-dihidroxitriptamina, causantes del efecto neurotéxico en el cerebro; estas

dihidroxitriptaminas neurotéxicas no cruzan la barrera hematoencefalica.

La PCA también modifica los sistemas de neurotrasmisiébn, como veremos a
continuacion. En el caudado-putamen de la rata, la transmisién inhibitoria de GABA se da a
lo largo de proyecciones formadas por neuronas medianas espinosas que se dirigen hacia el
globo palido y la sustancia nigra. Sus neuronas pueden presentar colaterales que inervan a
otras neuronas dentro del caudado-putamen. Existen proyecciones neuronales provenientes
de la corteza y sustancia nigra que hacen sinapsis con neuronas de proyeccion

GABAérgicas las cuales adicionalmente reciben aferentes del nucleo rafe dorsal.

La 5-HT puede ejercer sus efectos en el caudado-putamen de la rata via los
receptores 5-HT4g y 5-HT>, aunque sus efectos sobre la liberacién de GABA en las neuronas
estriatales aun no esta del todo claro. Se ha encontrado que la amina no cambia la liberacion
endogena de GABA cuando se inyecta directamente dentro del estriado de ratas (Dray,

1982, citado en Meyer y col., 1991).
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Tales hallazgos llevaron a realizar experimentos en los cuales se demostré que |a
aplicacion de K, tetradotoxina o antagonistas a receptores a 5-HTj3, directamente en cortes
de cerebro incubados, no producen cambios en la liberacion espontanea de GABA cuando
se aplican por separado. La aplicacién de PCA mas la estimulacion con K estimula los
receptores 5-HT3 y éstos a su vez estimulan la liberacion de GABA, con estos resultados

podemos decir que la 5-HT estriatal puede modular la liberacion de GABA.

Se ha observado que la PCA puede tener efectos no sélo sobre la 5-HT sino sobre
otras aminas biogénicas como la noradrenalina y la dopamina, via la estimulacién de
autorreceptores (Meyer y col., 1991). Axt y Seiden (1990), reportaron que un tratamiento
previo a PCA con a-metil-p-tirosina (analogo de la tirosina, e inhibidor competitivo de la
enzima triptéfano-hidroxilasa), atenua el agotamiento cerebral de 5-HT; Schmidt, (1991)
reporté que la administracion de L-DOPA incrementa el agotamiento de 5-HT en diferentes
regiones del cerebro. Ambos estudios sugieren que para observar un mayor agotamiento de
5-HT cerebral es necesaria la presencia de dopamina recién sintetizada. E! papel de la 5-HT
como liberador de GABA y DA es un mecanismo complejo que recientemente se ha

estudiado y aun no esta totalmente esclarecido.

J. Aprendizaje de evitacion

Tarea de evitacion activa: en esta tesis se hara una exposicion detallada acerca de
la relacion del sistema serotoninérgico con la memoria y el aprendizaje, utilizando esta tarea
como herramienta. La evitacion activa de una y dos vias puede utilizarse para valorar la
interaccion entre un sistema de neurotransmision y el aprendizaje y la memoria de eventos

aversivos. En la tarea de evitacién activa de una via, el animal se entrena para que en cada
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ensayo escape en una misma direccion, mientras que en la de dos vias el animal tiene que
escapar en cada ensayo, alternativamente, al compartimiento contiguo. Asi, en la tarea de
una via los animales abandonan la situacién que se asocia con el estimulo nociceptivo
(choque eléctrico) hacia el sitio que siempre es seguro (Olton e Isaacson, 1968; Babar, y
col., 2001; 2002). En esta tarea, se tiene la gran ventaja de proporcionar un indice de
rendimiento en los animales que esta asociado a la intensidad de choque eléctrico que se

utiliza durante la misma.

La tarea de evitacion activa de dos vias presenta algunas modificaciones, en ésta el
animal tiene que responder eligiendo entre dos direcciones para escapar del estimulo
nociceptivo; repitiendose esta situacion en el siguiente ensayo. De tal forma que en cada
nuevo ensayo el animal tiene que hacer una nueva asociacion y escapar al sitio en donde en

el ensayo previo recibié un choque.

K. Efecto de la PCA en el aprendizaje de evitacion y su relacién con el sistema

serotoninérgico

1) Efectos a corto plazo de la PCA.

Archer y col. (1981) administraron PCA (5.0 mg/kg) o PCA + zimelidina (ZIM)
(bloqueador de canales transportadores de 5-HT, que inhibe la recaptura del
neurotransmisor) (10 mg/kg) a ratas, 30 min antes de ser entrenados en una tarea de miedo
condicionado, y observaron que la PCA interfiere con la retencion de la tarea de aversion
después de 24 h de la aplicacion del tratamiento. Este mismo tratamiento no interfirié con la

adquisicion de la informacion, ya que en el momento del entrenamiento todos los animales
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adquirieron la respuesta de inmovilizacion o congelamiento. En estas condiciones de
tratamiento, la PCA se encontr6 en una mayor concentracion cerebral, 120 min después de
la inyeccion. Estos resultados no indican porqué se incrementa la actividad motora después
del tratamiento con ZIM, que bloqueo los efectos de la PCA, o porqué la rapida liberacion de
5-HT causada por la PCA puede interferir con la integracion de la informacion sensorial, pero
si se logra determinar que la memoria de largo plazo puede ser susceptible de interferencia,
por lo que se puede decir que la PCA causa deterioro en el almacén de la memoria o en el

proceso de consolidacién de la misma.

Se ha investigado la participacion de las diferentes vias de 5-HT en aprendizajes de
evitacion con la aplicacion sistémica de PCA en diferentes condiciones, en estudios
conductuales con evitacion activa de una via y aplicacion de PCA después de la sesion de
entrenamiento y medicidn de retencion 24 h después. En ellos se ha observado un déficit en

la ejecucion de la tarea en comparacion con los controles.

Se ha evaluado también la actividad motora en la caja de actividad motora y
nocicepcion con la prueba de la placa caliente; en estas dos Ultimas pruebas no se
encontraron efectos dependientes de la droga, es decir tanto los grupos controles como los
experimentales tienen un desempefio normal (actividad locomotora) en el proceso de
adquisicion, y reaccionan de igual forma a la presentacion del estimulo aversivo (placa

caliente) (Ogren, 1982; Ogren y Johansson 1985a; 1985b).

En experimentos realizados in vitro, la aplicacion de PCA (2.5 mg/kg) provoca
disminucién de 5-HT cerebral tan sélo 30 min después de su aplicacion, con un alto grado de

especificidad para dafiar las vias ascendentes y no las descendentes. Se observo que la
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liberacion de 5-HT es dependiente del tiempo, pues mientras que en la corteza y el
hipocampo se registré6 una disminucion en las concentraciones del neurotransmisor, en la
médula espinal la disminucién en las concentraciones casi no se observé (Ogren, 1982;

Ogren y Johansson, 1985a; 1985b).

En un estudio de Ogren (1985a), en el cual aplicod PCA, se tienen evidencias de que
las deficiencias causadas por la PCA involucran sobre todo a las terminales serotoninérgicas
del cerebro anterior, mientras que las proyecciones descendentes del sistema de 5-HT estan
menos involucradas. Se sugiere que las deficiencias en la adquisicion de la tarea de
evitacion activa estan mediados por los receptores 5-HT; (Mora, y col., 1997), mientras que
la retencion de la tarea de evitacion inhibitoria es regulada por los receptores 5-HT4 (Misane,
y col, 1998). Esto indica que la 5-HT juega un papel importante en el proceso de

aprendizaje asociativo.

En otra investigacion, también se estimaron los dafios en la retencion producidos por
la administracion de PCA en una tarea de miedo condicionado en ratas. Se aplicé la PCA
antes de la retencion, que fue medida a las 24 horas; ésta bloqued por completo la
respuesta de aversion (inmovilizacion y congelamiento). La deficiencia en la retencion de
esta tarea estuvo asociada a la liberacion selectiva de 5-HT, ya que cuando se administré
ZIM, 60 min antes que la PCA, se antagonizé el efecto y los animales presentaron la

respuesta de aversion (Archer y col., 1982).

Ogren (1986) entrend ratas en tareas de evitacion activa e inhibitoria, para
determinar los efectos en la adquisicion, retenciéon y recuperacion de la memoria en estas

tareas. Administré por via intraperitoneal PCA (2.5 mg/kg), y para determinar si existian
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efectos de dependencia de estado aplicé una segunda dosis idéntica a la primera antes de
probar su retencion a las 24 horas. La administracion de la PCA antes del entrenamiento
deterior6 en gran medida la adquisicion de la tarea de evitacion activa, a la vez que se
observé un efecto dependiente de la dosis en la retencion de ambas tareas. Los resultados
sugieren que la 5-HT tiene efectos equivalentes en los procesos de aprendizaje y memoria, y
que se involucra en procesos de aprendizaje asociativo en la rata. El dafio en la retencion
producido por una segunda aplicacion de PCA antes de la prueba de retencion, indica que la
5-HT juega un papel importante en el procesamiento de la informacion en el cerebro,
involucrandose no soélo en la consolidacion de la memoria sino en su recuperacion, la cual es

independiente del estado farmacologico del sistema.

La aplicacion de agonistas de los receptores 5-HT1a, como el 8-OH-DPAT,
administrado antes de un entrenamiento de evitacién inhibitoria produce un dafio en la
retencion, que es dependiente de las dosis, cuando ésta es evaluada 24 h después, vy
tambien se produce un deterioro en la retencidon de esta tarea cuando el tratamiento es
aplicado post-entrenamiento (de 0 a 30 min después). Estos resultados sugieren que la
estimulacion de los receptores 5-HTa post-sinapticos resulta en una interferencia con el
proceso de consolidacion a corto plazo y por otro lado parecen estar involucrados en la

recuperacion de la memoria de una experiencia aversiva (Misane y col., 1998).

A continuacion se hara una breve descripcion de diferentes trabajos en donde se ha

evaluado la participacion de otros sistemas de transmisién en procesos de aprendizaje y

memoria.
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Existen datos que apoyan la hipdtesis de que asi como las vias serotoninérgicas
participan en el aprendizaje y la memoria, se ha propuesto que el sistema colinérgico se
involucra también, ya que se ha observado que drogas que estimulan la actividad del
sistema mejoran el aprendizaje y la memoria, mientras que drogas que interfieren con la
actividad colinérgica los deterioran (Solana Figueroa y Prado-Alcala, 1990; Prado-Alcala,

1995).

Se han realizado investigaciones en donde se ha evidenciado la relacion entre
distintos sistemas de neurotransmision. Asi tenemos que Prado-Alcala y col.,, (1984)
estudiaron el sistema colinérgico del estriado de ratas, llegando a la conclusion de que este

sistema juega un papel muy importante en los procesos de aprendizaje y memoria.

La administracion de atropina (agente anticolinérgico) en el estriado de ratas, puede
ejercer efectos sobre la retencidon de informacién a través de la interferencia con el
establecimiento de la memoria de corto plazo, o a través de una interferencia en el proceso
por el que se transfiere de la memoria de corto a largo plazo (consolidacion). Con el
proposito de determinar cual de estos mecanismos es mas probable, y si ademas se
producen dafios en la retencion, entrenaron ratas en la tarea de evitacion inhibitoria y se les
administro atropina inmediatamente después del entrenamiento, y la retencion se midio 30
min y 24 h después. Se encontro que la retencion medida a los 30 min no se veia afectada,
pero si la retencion que fue medida a las 24 horas, en donde las ratas presentaron una

marcada amnesia, es decir, se produjo un estado de amnesia retrograda.
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Los resuitados indican que a pesar de las deficiencias en la retencion 24 h después
de la aplicacion de atropina, los mecanismos que participan en la memoria de corto plazo no
se ven afectados, porque los animales fueron capaces de realizar la tarea 30 min después
del entrenamiento. Es decir que el bloqueo de la actividad colinérgica del estriado interfiere
con la consolidacion de la informacion de aprendizaje, pero no con el proceso que media la

memoria de corto plazo.

Este ultimo estudio es importante porque se han encontrado evidencias de que las
neuronas serotoninérgicas y colinérgicas se ubican en estrecha proximidad dentro de varias
regiones del cerebro, interactuando principalmente para mediar la salida de informacion

aprendida en tareas aversivas (Altman y col., 1987).

Al respecto tenemos que distintas dosis de PCA (2.5, 5.0, y 10 mg/kg) aplicadas
sistémicamente, producen efectos diferentes en los sistemas aminérgicos; por ejemplo una
dosis de 10 mg causa un aumento en las concentraciones de catecolaminas poco después
de la administracion de la PCA, especificamente de noradrenalina en corteza cerebral, sin
embargo no hay efecto en el estriado, hipocampo, hipotalamo y meédula espinal. Entre las 2 y
24 h de la aplicacion de la PCA, se registran cambios en las concentraciones de dopamina
en el estriado (Ogren, 1982; 1985a; 1985b), lo que sugiere una interaccion entre ambos
sistemas, y se piensa ademas que este efecto se da por la estimulacion que ejerce la PCA

en los receptores de 5-HT localizados en las terminales dopaminérgicas (Altman y col.,

1987).
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2) Efectos a largo plazo de la PCA

Kohler y col., (1978) realizaron pruebas de aprendizaje en ratas con la tarea de
evitacion activa de dos vias. Aplicaron PCA (10 mg/kg) combinada con ZIM (20 mg/kg) 30
min antes de una inyeccion de PCA (10 mg/kg), y entrenaron a los animales 7 dias después
de la aplicacién de los tratamientos; observaron una disminucion en las concentraciones de
5-HT cerebral, y deficiencias en la adquisicion de la respuesta de evitacion, debido a la
disminucién de 5-HT en el cerebro anterior. No se encontraron dafios en la adquisicion de la
respuesta de escape en los grupos tratados con ZIM + PCA, cuando se entrenaron 7 dias
después, a diferencia de aquellos que soélo recibieron una inyeccion de PCA, en los cuales la

adquisicion de la respuesta de evitacidn se vio deteriorada.

Este estudio es importante porque permite observar que la aplicacion de PCA no
produce danos motores para que los animales puedan ejecutar la respuesta de evitacion.
Tales hallazgos son evidencia importante del papel que juegan las neuronas serotoninérgicas
en la adquisicidon de respuestas de evitacion, el hecho de que la PCA tiene un efecto directo

en el aprendizaje de evitacion debido a su accion particular sobre el sistema serotoninérgico.

Como se mencioné anteriormente, se ha observado que la administracion sistémica
de PCA produce degeneracion de los axones serotoninérgicos; sin embargo existen datos
que mencionan que por si sola esta droga no tiene un efecto neurotoéxico cuando se aplica
directamente en los axones de 5-HT. Entonces se estudi6 si los efectos toxicos de la PCA
dependian de la liberacion de 5-HT cerebral para lo cual se trataron previamente ratas con
PCPA y reserpina para agotar la 5-HT cerebral, y se determinaron los efectos a largo plazo

de la PCA sobre las concentraciones cerebrales del neurotransmisor asi como en los axones
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de 5-HT centrales. Los resultados mostraron que el agotamiento transitorio de la 5-HT
protege substancialmente contra la degeneracion subsecuente inducida por la PCA en los

axones terminales.

Esta neurotoxicidad parece depender de la presencia de 5-HT almacenada, es decir
que este efecto protector en el agotamiento de 5-HT sélo se da si previamente hubo una
disminucién tanto en la periferia como en la regién central de 5-HT almacenada. De tales
observaciones es que se puede suponer que el efecto de neurotoxicidad solo se presenta
cuando previamente hay liberacién del neurotransmisor. Por lo tanto se propone que la PCA

requiere de un metabolito téxico de 5-HT para producir toxicidad (Berger y col., 1992).

Ogren (1985b), efectud un estudio para detallar el papel de la 5-HT en los procesos
de aprendizaje mediado por eventos aversivos en ratas, usando herramientas
neuroquimicas, farmacologicas y conductuales. Estudio el efecto a largo plazo de la PCA en
la adquisicion de tareas de evitacion activa de una y dos vias y en la retencion de la tarea de
evitacion inhibitoria. Los resultados se compararon con los obtenidos después de la
aplicacion de PCPA. La administracion sistémica de PCA antes de la sesion de
entrenamiento produjo un dafio dependiente de la dosis y del tiempo de aplicaciéon del
farmaco, tanto en la adquisicién de la evitacion activa, como en la retencion de la evitacion
inhibitoria. Las deficiencias en los aprendizajes de evitacion provocados por la PCA, son
causados por la liberacion de 5-HT almacenada, y esta liberacion provocé la estimulacion de
receptores post-sinapticos de 5-HT en el cerebro anterior. La aplicacion de PCPA soélo
deterior6 el proceso de sintesis del neurotransmisor. Estas deficiencias pueden ser
bloqueadas por un tratamiento previo con inhibidores de la recaptura de 5-HT, ZIM o

alaprocate, que como ya sabemos inhiben la liberacién de 5-HT provocada por la PCA.
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L. Aprendizaje de evitacion en condiciones de sobrerreforzamiento

Como ya hemos revisado en secciones anteriores, el uso de farmacos que producen
estados amnésicos es frecuente, y bajo estas condiciones cuando se han evaluado en
diferentes tareas de aprendizaje lo que se ha observado es que existe un deterioro no sélo
en la adquisicion de la tarea sino también en la retencién de la misma. Sin embargo,
investigaciones recientes han demostrado que estos tratamientos administrados en las
mismas condiciones no producen efectos amnésicos cuando los sujetos son sometidos a un

aprendizaje incrementado, que llamaremos sobrerreforzado.

Al respecto tenemos que Diaz del Guante y col. (1990), realizaron un estudio en
donde bloquearon la actividad de los receptores muscarinicos en el estriado anterior y
encontraron dafios en la adquisicion y consolidacion de evitacion inhibitoria cuando esta fue
evaluada 24 6 48 h después del entrenamiento. Sin embargo, cuando ese mismo
tratamiento se evalué en animales que fueron sometidos a un entrenamiento intenso
(sobrerreforzado), no se observaron dafios en la retencion de la tarea. Concluyeron que, en
una situacion de aprendizaje incrementado, la actividad colinérgica estriatal no es relevante

para la consolidacion de la memoria.

En ese mismo afo Duran-Arévalo y col. (1989), con la aplicacion sistémica de
escopolamina (droga anticolinérgica) en distintas dosis, y evaluando a los animales en una
tarea de evitacion inhibitoria, encontraron que existia un efecto amnésico dependiente de la
dosis, cuando se midio la retencion 24 hr después del entrenamiento. A diferencia de estos

resultados, cuando entrenaron a los animales en la misma tarea pero con una intensidad de



choque eléctrico incrementado, las dosis amnésicas de escopolamina ya no produjeron

efecto alguno sobre la memoria.

Cruz Morales y col. (1992), conociendo de antemano que al bloquear receptores
colinérgicos con escopolamina inmediatamente después del entrenamiento de evitacion
inhibitoria se produce un estado amnésico, se determin¢ si el efecto protector producido por
el sobrerrefozamiento se establece de forma gradual, o es necesario llegar a un umbral para
obtener ese efecto. Para demostrar cual de estas propuestas era la correcta entrenaron
animales en la tarea de evitacion inhibitoria con choques eléctricos que se incrementaron
gradualmente. Como era de esperarse, intensidades bajas de choque produjeron una baja
retencion de la tarea, mientras que al ir incrementando la intensidad del choque, llegd un
momento en que se protegieron a los animales contra el efecto amnésico. El paso entre Ia
ausencia de efecto protector hacia el efecto protector se presentd en forma de un escalon,

es decir que no fue gradual, sino que aparecié al alcanzar un umbral determinado.

Prado-Alcala y col. (1994), realizaron un estudio experimental con el fin de
determinar si el sistema colinérgico participa en un aprendizaje de evitacion inhibitoria, y por
otro lado si el tratamiento con bloqueadores muscarinicos producia algun efecto sobre la
extincion de la tarea. Entrenaron animales con 3 distintas intensidades de choque (bajo,
medio y alto) y midieron la retencion una vez por semana a lo largo de 8 semanas, 5 min
antes de la penultima sesion de extincion aplicaron la droga. Observaron que los animales
entrenados con baja y mediana intensidad presentaron extincion de la respuesta, pero en
aquellos grupos entrenados con intensidad alta no hubo extincion de la respuesta, es decir
no se modifico la adquisicion y retencién de la respuesta de condicionamiento. Concluyeron

que la respuesta de extincion representa el aprendizaje de una nueva respuesta dado por un
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grupo de neuronas colinérgicas diferentes a las que participan en la adquisicién del

aprendizaje de evitacion inhibitoria.

Quirarte y col., (1994), basados en el hecho de que un entrenamiento de evitacion
en condiciones de sobrerreforzamiento protege de los efectos amnésicos producidos por
drogas como la escopolamina, se propuso la hipotesis de que éste efecto podria deberse a
que el proceso de consolidacion se acelera por el choque eléctrico incrementado. Asi
aplicaron intraperitonealmente a ratas, diferentes dosis de escopolamina 5 min antes de
entrenarlas en evitacion inhibitoria con bajo y alto nivel de reforzador. Cuando midieron la
retencion de la tarea observaron que intensidades bajas producen deficits en la retencion,
sin embargo la intensidad alta indujo un estado-dependiente, que no se presenta cuando los

animales se entrenan con baja intensidad de reforzador.

Concluyeron que la acetilcolina esta involucrada durante la consolidacion de la tarea,
y la combinacion escopolamina-choque eléctrico alto, produce dependencia de estado. Por
otro lado si la dosis de escopolamina aplicada es pequefia y el entrenamiento se da en
condiciones de sobrerreforzamiento, éste produce un efecto protector en contra de la

amnesia producida por la droga.

En los trabajos antes descritos hemos observado que el sistema colinérgico
desempefia un papel muy importante en la consolidacion y retencion de |a tarea de evitacion
inhibitoria. Asi mismo que el incremento en la magnitud del reforzador negativo, hace que se
alcance un umbral donde la actividad colinérgica en el cerebro ya no es necesaria para el

desarrollo del proceso de consolidacion de la memoria.
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En un estudio mas reciente, Cobos-Zapiain y col., (1996) administraron los
antagonistas gabaérgicos bicuculina y picrotoxina en la sustancia nigra inmediatamente
después del entrenamiento de evitacion inhibitoria, utilizando intensidades bajas y altas de
choque eléctrico y midieron la retencion 24 hr después. También encontraron que los
tratamientos produjeron amnesia en los animales entrenados con bajas intensidades, sin

que alteraran el desempefio en aquellos animales que fueron sobrerreforzados.

De relevancia directa con la presente tesis son los reportes de Solana-Figueroa y
col. (1999; 2002) en los que se demuestran que la aplicacion intraperitoneal de PCA antes
del entrenamiento de evitacion inhibitoria produce un marcado cuadro amnésico, mientras
que dicho tratamiento es inocuo cuando los animales son entrenados en esa tarea, en

condiciones de sobrerreforzamiento.
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IIl. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los antecedentes muestran que la variacion de concentracion de serotonina cerebral
modifica los procesos de aprendizaje y memoria. Estas variaciones en la concentracion de
serotonina cerebral producidas por sinergistas como la PCA tiene diferentes efectos; con
dosis bajas se observa liberacion masiva del neurotransmisor almacenado en vesiculas, y
dosis altas produce hiperactividad de los canales membranales transportadores de
serotonina que conlleva a la aparicion de un efecto neurotdxico caracterizado por la

degeneracion del sistema en un lapso no mayor a siete dias.

Durante la evaluacion del efecto de dosis bajas y altas de PCA en tareas de
evitacion inhibitoria y activa, se observa deterioro en los procesos de aprendizaje y memoria.
Sin embargo tratamientos con antagonistas de otros sistemas (como el colinérgico,
gabaérgico y dopaminérgico), al igual que la PCA interfieren con el desarrollo de dichos
procesos; no asi cuando se incrementa la intensidad del reforzador negativo durante el

entrenamiento de estas tareas.

En tal situacion el efecto amnésico provocado no se observa para el caso de los
sistemas antes mencionados, quedando pendiente determinar si en el sistema de 5-HT
cerebral sucede algo similar; es decir si con un tratamiento con PCA con el cual abatimos los
procesos de aprendizaje y memoria, éstos se ven afectados cuando los sujetos
experimentales son sometidos a una situacion de entrenamiento en donde el reforzador

negativo utilizado se incrementa (tarea sobrerreforzada). También queda por determinar si el
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efecto protector del sobrerreforzamiento se presenta en condiciones en las que las vias de

serotonina se han degenerado.

Con base en los antecedentes, y conociendo los efectos de la PCA sobre el sistema
de 5-HT y los procesos de memoria surgio la idea de conocer cémo el agotamiento de 5-HT
cerebral y una posterior degeneracion del sistema, afecta el desarrollo de una tarea de

evitacion activa sobrerreforzada. Asi se plantearon las siguientes hipotesis y objetivos:



Ty

IV. HIPOTESIS

LLa aplicacion sistémica de PCA, una semana antes del entrenamiento en una tarea
de evitacion activa, interferira con los procesos de adquisicion y retencion de la

misma.

La aplicacion sistémica de PCA una semana antes del entrenamiento en una tarea
de evitacion activa bajo condiciones de sobrerreforzamiento no interferira con los

procesos de adquisicion y retencion de la misma.

V. OBJETIVOS

Determinar el efecto de la aplicacion sistémica de p-cloroanfetamina sobre la

adquisicion y retencion de un aprendizaje de evitacion activa.

Estudiar el posible efecto protector del sobrerreforzamiento, en contra del posible

efecto amnésico producido por la aplicacion sistémica de p-cloroanfetamina.
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VI. SECCION EXPERIMENTAL

El protocolo de investigacion, el manejo de los animales y todos los procedimientos
experimentales que se usaron en este estudio, fueron previamente apoyados por el Comité

de Bioética del Instituto de Neurobiologia de la Universidad Nacional Autdbnoma de México.

A. Sujetos. Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar, provenientes del Bioterio
del Instituto de Neurobiologia, UNAM, con un peso de 300 a 350 gramos, las cuales
ingresaron una semana antes al bioterio de nuestro laboratorio, se colocaron en cajas-
habitacion individuales transparentes de polipropileno (48.5 cm de largo, 27 cm de ancho, y
23 cm de altura), y permanecieron con un ciclo luz-oscuridad (12-12h; luces prendidas a las
7:00 h), temperatura controlada de 23° C, humedad al 50%, agua y alimento (Rat Chow de
Purina) ad libitum. La asignacion de los sujetos a cada uno de los grupos se hizo en forma

aleatoria (n = 10 ratas por grupo).

B. Aparatos y procedimientos. La primera parte del experimento consistié en la
manipulacion de los animales, un dia previo a la sesion de entrenamiento, con el fin de
disminuir las respuestas provocadas por el estrés. En este procedimiento cada animal fue
colocado sobre las piernas del experimentador y de forma muy consistente el animal fue
tomado, levantado y acariciado, durante un lapso de 3 a 5 min sin el uso de guantes. Este
procedimiento tuvo como finalidad evitar que el animal se sobresaltara al ser manipulado
durante la sesion de entrenamiento, disminuyendo asi posibles conductas asociadas al

estrés que pudieran interactuar con los tratamientos que se aplicaron.
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C. Camara de condicionamiento. El entrenamiento se llevd a cabo en una camara
de evitacidn activa, que consta de dos compartimientos construidos con acrilico rojo
transparente que permite observar la conducta de los animales mientras realizan la tarea.
Cada compartimiento mide 30cm x 30cm x 30cm y estan separados entre si por una puerta

tipo guillotina.

El compartimiento de seguridad (A) se encuentra iluminado por un foco de 10 Watts
colocado en la tapa; el piso lo forma una rejilla de tubos de aluminio de 0.5 cm de diametro,
separados por una distancia de 1.5 cm de centro a centro. El compartimiento de castigo (B),
es oscuro, las paredes estan hechas de laminas de acero inoxidable, las cuales se contintian
formando el piso, hacia el centro, teniendo una separacién de 1.5 cm entre ellas, de tal
manera que forman una V hacia la linea media del compartimiento. Este compartimiento
puede electrificarse utilizando un estimulador de pulsos cuadrados (Grass-Instruments Co.,
modelo S44), conectado en serie con una unidad de corriente constante (Grass-Instruments

Co., modelo CCU-1) (Fig.4).

La camara de condicionamiento estéd localizada en un cuarto sonoamortiguado y

oscuro (con las siguientes dimensiones: 252 cm de largo, 140 cm de ancho, y 246 cm de

alto), provisto de una fuente sonora que produce ruido de fondo (BRS/LVE, model AV-302).
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Fig. 4. Esquema de la camara de evitacion.

D. TAREA DE EVITACION ACTIVA

La adquisicion y extincion de la tarea de evitacion activa se llevo a cabo en sesiones

diarias que constaron de 20 ensayos cada una.

1) Sesion de adquisicion. Consistio en introducir al animal en el compartimiento B
de la camara de condicionamiento, con la cabeza dirigida al lado opuesto a la puerta que
separa los dos compartimentos; una vez carrada la tapa del compartimiento se abrid la
puerta y se mantuvo asi por 10 seg. Enseguida se les administrd un choque, que permanecio
durante 10 seg, tiempo durante el cual el animal podia escapar al compartimiento A para no
seguir recibiéndolo, porque la puerta se mantuvo abierta durante el tiempo que el animal

recibia el choque eléctrico. En el momento en el que el animal escapd al compartimiento
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opuesto se cerrd la puerta y se mantuvo ahi por 30 seg. En este momento se terming el
primer ensayo. Desde el compartimiento A, el animal fue llevado manualmente al
compartimiento B para la realizacién de un nuevo ensayo, y asi hasta concluir 20 ensayos
consecutivos, después de los cuales el animal se retird a su caja habitacion y se dié por

terminada la sesion.

Puesto que cada animal realizé 20 ensayos en una sesion, solo pudo ejecutar un
maximo de 20 aciertos 6 20 errores. Se calificd con acierto o respuesta de evitacion, si el
animal cruz6 del compartimiento B al compartimiento A antes de recibir un choque eléctrico
en las patas. Cuando el animal permanecio en el compartimiento B mas de 10 seg y recibid
choque eléctrico en las patas antes de cruzar al compartimiento de seguridad se califico
como error 0 escape en ese ensayo. Si el animal recibié un choque, y no escapd al
compartimiento contiguo al término de los 10 seg que duraba el choque se cerro la puerta y

se comenzo Ccon un NUevo ensayo.

2) Sesiones de extincion. Se entiende por extincion al proceso mediante el cual una
respuesta condicionada tiende a disminuir cuando se omite la presentacion del estimulo
reforzante o incondicionado, al que inicialmente se asocid dicha respuesta. Las sesiones de
extincion (que también llamaremos sesiones de retencion) se realizaron siguiendo el mismo
procedimiento que en la sesion de entrenamiento, pero sin la aplicacion de choques
eléctricos, para lo cual se mantuvo apagado el estimulador de corriente eléctrica. En estas
sesiones se califico cada ensayo como acierto si el animal di6 una respuesta de evitacion, es
decir, si cruzo6 al compartimiento A dentro de los primeros 10 seg, o se calificé con un error,
si el animal permanecia en el compartimiento por mas de 10 seg y no escapaba al

compartimiento B.
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VIl. EXPERIMENTO 1

Uno de los objetivos primordiales del presente trabajo fue determinar si el
entrenamiento con estimulos aversivos relativamente intensos, impide el estado

amnésico inducido tipicamente por la aplicacion sistémica de PCA.

Para cumplir con este objetivo es menester definir operacionalmente lo que llamamos
intensidad de choque eléctrico “bajo" y “alto”. Estas definiciones necesariamente tienen que
resultar de una prueba experimental en la que se aplican diferentes valores de corriente, en
grupos independientes de ratas, durante el entrenamiento de evitacion activa. Por definicion,
una intensidad alta fue aquella que produjo un mejor aprendizaje, comparado con una

intensidad menor.

Por otra parte, en el caso de la tarea que aqui se estudia, se entiende por un mejor
aprendizaje aquel en el que los animales de experimentacion emitieron un mayor nimero de
aciertos y que, ademas, presentaron una mayor resistencia a la extincion. La resistencia a la
extincion se determina por el nUmero de aciertos que se emiten en sesiones en las que ya no

se aplica el estimulo aversivo (determinados en las sesiones de extincion).

Por lo anterior, en este experimento se entrenaron grupos independientes de ratas a

los que se les aplico una de 4 diferentes intensidades de choque eléctrico, para determinar la

intensidad que produjera un mejor aprendizaje, segun se acaba de definir.
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A. Tratamientos: El desarrollo temporal del experimento fue el siguiente. Grupos
independientes de animales integros (n = 10 animales por grupo) se entrenaron en la tarea
de evitacion activa de una via, con distintas intensidades de choque eléctrico (0.6, 0.8, 1.0, y
1.4 mA), con pulsos de 50 mseg, frecuencia de 10 pulsos por seg y un tren de duracion de
10 seg. Una semana después se evaluod la extincion durante 5 sesiones diarias, llevadas a
cabo con un intervalo de 24 h entre cada una. Se realizaron 20 ensayos en cada sesion de

entrenamiento y en cada sesion de extincion como se muestra en el esquema.

Dia 1 Dia 2 Dia 9 Dia 10 Dia 11 Dia 12 Dia 13

Manipulacion  entrenamiento extincion 1 extincion 2 extincion 3  extincion 4 extincion 5

Esta primera parte del experimento sirvio para determinar los niveles de choque
eléctrico que se utilizarian en el Experimento 2. De nuevo, para poder afirmar que se
estudiaria el posible efecto protector del sobrerreforzamiento en contra de la amnesia
comunmente inducida por la PCA, era necesario demostrar que un choque de 1.4 mA
producia un mejor almacenamiento de informacion que choques de menor intensidad. Como
se menciono anteriormente, la forma de demostrarlo era determinando la resistencia a la

extincion después de aplicar las diferentes intensidades de choque.

B. Analisis Estadistico: Para hacer el analisis estadistico de los datos obtenidos
en los grupos integros que fueron entrenados con diferentes intensidades de choque
eléctrico se aplico un analisis de varianza de 2 factores (4 intensidades de choque eléctrico x
6 diferentes sesiones) con mediciones repetidas en un factor (prueba de Parcelas Divididas,

de dos factores), y cuando existieron diferencias significativas entre los grupos se aplico la
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prueba post hoc de Duncan. En el caso del analisis de aciertos totales por grupo, se utilizé
un analisis de varianza de una sola via, completamente aleatorizado. Para realizar este
analisis se evalué la suma de todos los aciertos obtenidos en las seis sesiones
(entrenamiento y extinciones) por cada grupo que fue expuesto al entrenamiento con
distintas intensidades de choque eléctrico. Para los dos analisis estadisticos se tomd en
cuenta un nivel de significancia del 0.05% para determinar que existian diferencias

significativas.

C. Resultados: El analisis de varianza de dos vias report6 diferencias entre los
grupos, con respecto al numero de aciertos durante las sesiones de extincion [F(5, 200) =
31.36, p < 0.001], no asi en lo que se refiere a intensidades, (F(3, 39) = 2.16, p = 0.108). El
analisis también reporté una interaccion entre ambos factores, es decir entre intensidades y
sesiones, (F(15, 180), =2.50, p = 0.003), sin embargo no determind en que grupos se
encontraron las diferencias. Por lo tanto se realizd una prueba post hoc (Duncan) para poder
comparar entre pares de grupos y observar de forma clara las diferencias en lo que se

refiere a sesiones.

En la Figura 5 se puede observar tanto la capacidad de aprendizaje como el proceso
de extincion de la respuesta de evitacion en estos animales integros. Lo mas relevante para
el propdsito de este experimento fue la comparacion del nimero de aciertos entre los grupos
durante la primera sesion de extincion. Asi de este resultado dependié que se aceptara o
rechazara la hipotesis de que el entrenamiento con una intensidad alta de choque producia
una mayor resistencia a la extincion, que el entrenamiento llevado a cabo con intensidades

relativamente bajas.
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En lo que se refiere a las comparaciones entre pares de grupos e intensidad de
choque eléctrico utilizada durante la sesion de entrenamiento el anélisis de Duncan reveld

que:

1.- En la sesion de entrenamiento el grupo entrenado con 1.4 mA no mostro
diferencias con el grupo de 1.0 mA pero si con el grupo de 0.8 mA. Entre los grupos
entrenados con 1.0 mA y 0.8 mA el analisis no report6 diferencias significativas, es decir que
aparentemente estas dos intensidades de choque eléctrico propician un nivel de aprendizaje
similar, que 0.6 mA con lo cual podemos confirmar que las intensidades mayores producen

un mejor aprendizaje.

2.- Segun el analisis de Duncan, en la primera sesion de extincion el grupo entrenado
con 1.4 mA difirid6 del grupo entrenado con 1.0 mA (p < 0.01 y < 0.05) y con el grupo
entrenado con 0.6 mA (p < 0.01 y < 0.05); y dado que esta sesion de extincion se realizd una
semana después del entrenamiento es importante resaltar que el hecho de que al existir
diferencias entre el grupo de 1.4 mA y la intensidad de 1.0 y 0.6 mA, evidentemente quiere

decir gue la intensidad de 1.4 mA produce un mayor aprendizaje.

Dado el fin de la realizacion de este experimento que fue determinar que intensidad de
choque eléctrico se utilizaria como sobrerreforzante fue particularmente necesaria esta
estadistica, ya que al haberse realizado esta primera sesion de extincion una semana
después del entrenamiento el grupo entrenado con 1.4 mA difirid de las demas intensidades,
esto quiere decir que efectivamente esta intensidad produce mayor resistencia al proceso de

extincion.
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3.- En la segunda sesion de extincion el analisis de Duncan demostro que el grupo de
1.4 mA difirid nuevamente del grupo entrenado con 1.0 mA (p < 0.01 y < 0.05) y con el grupo
entrenado con 0.6 mA (p < 0.01 y < 0.05). Como era de esperarse, conforme se incrementa
el nimero de sesiones de extincidn, las diferencias entre los grupos desaparece
paulatinamente (en teoria, con un numero muy grande de sesiones de extincion, todos los
grupos tendrian una extincion total, es decir, una falta total de aciertos). Asi para la tercera
sesion de extincion ya no se encontraron diferencias significativas entre ningtn grupo, y lo

mismo para la cuarta y quinta sesiones de extincion.

En lo que se refiere al desarrollo temporal la prueba de Duncan indico que:

1.- En lo referente al grupo entrenado con 1.4 mA comparando entre dos sesiones
para este grupo, es decir entre el entrenamiento y la primera sesion de extinciéon no hubo
diferencias significativas. Comparando entre las subsecuentes sesiones de extincion para
este mismo grupo no se encontraron diferencias significativas. En otras palabras esto quiere
decir que a pesar de que en la primera sesion de extincion disminuyo el nimero de aciertos,
no es estadisticamente significativo. El numero de aciertos en este grupo se mantuvo
elevado con respecto a las otras intensidades utilizadas, es decir que las diferencias en
numero de aciertos entre cada sesién de extincion fue minima, lo que indica la resistencia al
proceso de extincion cuando en el entrenamiento de evitacion activa se utilizan intensidades

elevadas de choque eléctrico como 1.4 mA.

2.- Comparando la sesién de entrenamiento del grupo de 1.0 mA Duncan reportd
diferencias significativas con la primera sesion de extincién (p < 0.01 y < 0.05). Comparando

entre las siguientes sesiones para el grupo entrenado con 1.0 mA, la prueba de Duncan no
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reportd diferencias entre si. Estos resultados se repitieron para el caso del grupo entrenado
con 0.8 mA. y para el grupo que entrenado con 0.6 mA, es decir a lo largo del tiempo, por lo
qgue podemos decir que con estas intensidades de choque el nivel de aprendizaje de estos
animales fue menor que el de los otros grupos y que ademas se mantiene ese nivel de
aprendizaje. Con este procedimiento podemos pensar que si se prueba a los animales 7 dias
después del entrenamiento, independientemente de la intensidad de choque eléctrico

aplicado, el proceso de extincién conductual se establece rapidamente.

Otra manera de establecer si la intensidad mas alta produjo un mejor aprendizaje, es
comparar el numero total de aciertos que cada animal acumulé en todas las sesiones
experimentales, es decir la suma de cada uno de los aciertos obtenidos tanto en la sesion de
adquisicion como en las cinco sesiones de extincion. Este manejo de los datos es justificable
ya que era de esperarse que una mayor experiencia de aprendizaje daria por resultado una

mayor gjecucion, comparado con el caso en la que la experiencia de aprendizaje fue menor.

Asi el andlisis de varianza revel6 diferencias significativas F(3) = 4.67, p = 0.008. Para
determinar entre que grupos se encontraban las diferencias se realizé un prueba post hoc de
Duncan, los resultados de las comparaciones entre pares de grupos se muestra en la Figura
6. Se observaron diferencias significativas entre el grupo que fue entrenado con 1.4 y 0.6 mA

(p<0.01y<0.05).

El resultado obtenido fue el esperado, ya que la diferencia en el niUmero de aciertos
entre los grupos es muy evidente; por ejemplo, el promedio del total de aciertos del grupo de
1.4 mA fue de 61.1, mientras que el del grupo que recibié en el entrenamiento la menor

intensidad de choque eléctrico el numero de aciertos generados fue de sélo 15.56. Entre los
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grupos que fueron entrenados con 0.8 y 1.0 mA no se encontraron diferencias significativas,
y éstos en comparacion con el grupo entrenado con 0.6 mA tampoco se encontraron

diferencias significativas.

En la Tabla 1 se muestran los promedios, y el error estandar de los aciertos en cada
grupo entrenado (EN) con diferente intensidad de choque eléctrico, asi como el promedio y
error estandar del nimero de aciertos en cada una de las sesiones de extincion (EXT) de los

datos que arrojo el Experimento 1.

TABLA 1
Intensidad [ media error estandar Intensidad Media | error estandar
0.6 mA EN 5.1 1.729 0.8 mA EN 12.5 0.703
0.6 mA 1era EXT 6.0 2.599 0.8 mA 1era EXT 8.7 1.938
0.6 mA 2da EXT 4.9 2.514 0.8 mA 2da EXT 5.6 2.2687 N
0.6 mA 3era EXT 4.0 2.134 0.8 mA 3era EXT 4.4 2.05
0.6 mA 4ta EXT 2.8 1.837 0.8 mA 4ta EXT 3.4 1.424
0.6 mA 5ta EXT 2.6 1.661 0.8 mA Sta EXT 3.5 1.258
Intensidad media error estandar Intensidad Media | error estandar
1.0 mA EN 15.3 0.539 1.4 mA EN | 171 0.458
1.0mA 1era EXT | 56 1.973 1.4 mA 1era EXT 11.6 2.833
| 1.0mA 2da EXT 6.3 2.856 1.4 mA 2da EXT 11 2.801
| 1.0mA 3era EXT 4.5 2.227 1.4 mA 3era EXT fi 2.276
1.0mA 4ta EXT 27 1.155 1.4 mA 4ta EXT 7.2 2.299
1.0mA 5ta EXT 2.0 0.989 1.4 mA 5ta EXT 56 1.99
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Fig. 5. Promedio de aciertos en cada una de las sesiones experimentales, obtenidos por los
grupos que fueron entrenados con 0.6, 0.8, 1.0 y 1.4 mA en la tarea de evitacién activa. En
los tres ultimos grupos se muestra una tipica curva de extincion. En general, durante la
sesion de entrenamiento y durante las dos primeras sesiones de extincion, los animales
entrenados con la intensidad mas alta tuvieron un mayor nimero de aciertos que el resto de
los grupos. EN, sesion de entrenamiento, E1, E2, E3, E4 y E5, las cinco sesiones
consecutivas de extincidon. # p < 0.01 vs el grupo de 1.4 mA., para comparaciones entre

intensidades. + p < 0.01 diferencias en lo que respecta a comparaciones entre sesiones. n =

10 sujetos por grupo.
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Fig. 6. Promedio del total de aciertos (+ error estandar de la media) obtenidos por
cada grupo en la sesion de entrenamiento y en las cinco sesiones de extincion.
Los numeros debajo de cada barra representan la intensidad de choque eléctrico
(mA) con la que fue entrenado cada grupo. ***, p < 0.001 con respecto al grupo
entrenado con 0.6 mA. No se encontraron diferencias significativas entre los

grupos entrenados con 1.4, 1.0 y 0.8 mA.
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Vill. EXPERIMENTO 2

Se recuerda que los objetivos centrales de esta tesis fueron dos:

u Determinar el efecto de la aplicacion sistémica de PCA sobre la adquisicion y

retencion de un aprendizaje de evitacion activa, y

a Estudiar el posible efecto protector del sobrerreforzamiento, en contra del efecto

amnésico producido por la aplicaciéon sistémica de PCA.

Para cumplir con estos objetivos, se entrenaron grupos independientes de ratas
utilizando las intensidades estudiadas en el Experimento 1, ya que se demostrd que todas
ellas producen el aprendizaje de evitacion activa y que ademas, la intensidad mas alta (1.4

mA) produce un mejor aprendizaje (por sobrerreforzamiento).

Las caracteristicas de los animales, aparatos y procedimiento fueron los mismos que
se describieron para el Experimento 1. La unica diferencia fue, que después de la sesion de
entrenamiento (o0 adquisicion), solamente se dio una sesion de extincion (o retencién), 24
horas después de la sesion de entrenamiento, ya que esta es la manera de someter al

analisis experimental las hipdtesis propuestas, que aqui se describen:

1. La aplicacion sistémica de PCA, una semana antes del entrenamiento en una

tarea de evitacion activa, interferira con el proceso de adquisicion y retencion de

[a misma.
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2. La aplicaciéon sistémica de PCA una semana antes del entrenamiento en una
tarea de evitacion activa bajo condiciones de sobrerreforzamiento no interferira

con el proceso de adquisicion y retencion de la misma.

A. Tratamientos: Durante el entrenamiento se aplicé una de cuatro intensidades de
choque eléctrico: 0.6, 0.8, 1.0 6 1.4 mA; para cada intensidad hubo dos grupos: uno
inyectado con PCA (10 mg/kg, disuelta en solucion salina isotonica) o inyectado con solucion
salina isotonica (SAL). La inyecciones se aplicaron por via intraperitoneal, 7 dias antes de la

sesion de entrenamiento (n = 10 por grupo).

Dia 1 Dia7 Dia 8 Dia 9
Inyeccion manipulacion entrenamiento retencion

Dado que en los estudios revisados con anterioridad se habia observado que esta
misma dosis produce un déficit en la adquisicion y un efecto amnésico al medir la retencion
24 h después, se esperaba que la aplicacion de PCA 7 dias antes del entrenamiento,

produjera alteraciones en la adquisicion y retencion de la tarea (ver esquema).

Para corroborar las hipétesis propuestas, se entrenaron grupos independientes con
diferentes intensidades de choque eléctrico (0.0, 0.6, 0.8, 1.0 mA), y para determinar si un
entrenamiento bajo condiciones de sobrerreforzamiento protegia en contra de la amnesia
producida por la PCA se entrenaron grupos independientes con 1.4 mA, como la intensidad
que en el experimento 1 se encontrd que producia una mayor resistencia a la extincion.

Recordar que numerosas investigaciones mencionan que cuando existe una experiencia de



aprendizaje incrementada con sobrerreforzamiento, la aplicacion de drogas que normalmente

producen marcados cuadros amnésicos, ya no tienen tal efecto.

Se esperaba que la aplicacion de esta dosis de PCA deteriorase tanto la adquisicion
como la retencion de la tarea cuando los animales fueran entrenados con intensidades que
van de 0.6 a 1.0 mA; por otro lado era de esperarse que esta misma dosis no tuviera efecto

sobre estos dos procesos de aprendizaje con el sobrerreforzamiento.

B. Analisis Estadistico: Se utilizo el disefio de Analisis de Varianza de Parcelas
Divididas, de dos factores (choque eléctrico y sesion), para analizar los resultados obtenidos
durante la sesion de entrenamiento, y este mismo tipo de analisis para analizar los datos de
la prueba de retencion. Para hacer comparaciones especificas entre pares de grupos se
aplico la prueba post hoc de Duncan. Para los dos analisis estadisticos se tomd en cuenta

un nivel de significancia del 0.05% para determinar que existian diferencias significativas.

C. Resultados: En el mismo experimento se estudiaron los procesos de adquisicién
(sesion de entrenamiento) y los de retencion (sesion de extincion) del aprendizaje de
evitacion activa. Con el objeto de hacer una presentacion mas clara de los resultados, se
describira a continuacion cada sesion por separado, ya que con cada una de ellas se dio

respuesta a una hipotesis distinta.
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1) Sesioén de adquisicion

El analisis de varianza indicé que hubo diferencias altamente significativas para cada
uno de los factores (tratamientos: F (1, 90) = 49.05, p < 0.001; intensidades: F (4, 90) =
86.57, p < 0.001), asi como para la interaccion entre ambos factores (F (4,90) = 13.67, p <

0.001).

La prueba post hoc arrojo los siguientes resultados:

a) No hubo diferencias significativas entre los grupos inyectados con SAL,

independientemente de la intensidad utilizada.

b) Los grupos inyectados con PCA y entrenados con las intensidades bajas (0.6, 0.8 y
1.0 mA), tuvieron un numero de aciertos significativamente menor que cada uno de

los grupos inyectados con SAL (p < 0.01 para cada comparacion).

c) El grupo al que se le inyect6 la PCA y que fue entrenado con la intensidad mas alta
(1.4 mA) tuvo un numero significativamente mayor de aciertos que cada uno de los
grupos que fueron inyectados con PCA y entrenados con las intensidades menores

(0.6,0.8y 1.0 mA; p <0.01 para cada comparacion).

d) El grupo al que se le inyect6 la PCA y que fue entrenado con la intensidad mas alta

(1.4 mA) no difirié de ninguno de los grupos inyectados con solucion salina.
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Se muestran los promedios, y el error estandar, de los aciertos en cada grupo entrenado
(EN) con diferente intensidad de choque eléctrico, asi como el promedio y error estandar del

numero de aciertos en cada una de las sesiones de extincion (EXT).

ADQUISICION SALINA
OPCA
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14 -+
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PROMEDIO DE ACIERTOS
s

0.0 mA 0.6 mA 0.8 mA 1.0mA 1.4 mA

Fig. 7. Promedio de aciertos (+ error estandar de la media) obtenidos durante la sesion
de entrenamiento por grupos de ratas entrenadas con 0.6, 0.8, 1.0 6 1.4 mA e inyectadas,
intraperitonelamente con solucidn salina isoténica o con 10 mg/kg de PCA siete dias antes
del entrenamiento. **, p < 0.01 con relaciéon a su respectivo grupo control, obtenidos en la

prueba post hoc de Duncan.
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2) Sesion de retencion

El analisis de varianza indicdé que hubo diferencias significativas para cada uno de los
factores (tratamientos: F(1, 90) = 69.55, p < 0.001; intensidades: F (4, 90) = 14043, p <

0.001), asi como para la interaccidn entre ambos factores: F (4, 90) = 7.32; p < 0.001.

La prueba post hoc arrojo los siguientes resultados:

a) Los grupos inyectados con SAL y entrenados con 0.6, 0.8 y 1.0 mA no difirieron
entre si. Sin embargo, el grupo de SAL, entrenado con 1.4 mA tuvo un numero de
aciertos significativamente mayor que el grupo de SAL entrenado con 0.6 mA (p <

0.01).

b) Los grupos inyectados con PCA y entrenados con las intensidades bajas (0.6, 0.8
y 1.0 mA) tuvieron un numero de aciertos significativamente menor que cada uno de

los grupos inyectados con SAL (p < 0.01 para cada comparacion).

c) El grupo al que se le inyect6 la PCA y que fue entrenado con la intensidad mas alta
(1.4 mA) tuvo un numero significativamente mayor de aciertos que cada uno de los
grupos que fueron inyectados con PCA y entrenados con las intensidades menores

(0.6,0.8 y 1.0 mA; p < 0.01 para cada comparacion).

d) El grupo al que se le inyecto la PCA y que fue entrenado con la intensidad mas alta

(1.4 mA) no difirid de ninguno de los grupos inyectados con SAL.
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Como en el caso del efecto protector del sobrerreforzamiento durante la adquisicion, en
la situacion de la prueba de retencion, cuyos resultados se presentan en la figura 8, la
hipotesis experimental planteada se acepta, ya que la experiencia incrementada de
aprendizaje (entrenamiento con 1.4 mA) protegio¢ a los animales tratados con PCA en contra
del deterioro que la PCA produce habitualmente en la retencion de la tarea de evitacion

activa.
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Fig. 8. Promedio de aciertos (+ error estandar de la media) obtenidos durante la sesion de
retencion por grupos de ratas entrenadas con 0.6, 0.8, 1.0 6 1.4 mA e inyectadas,
intraperitonealmente con solucion salina isotdnica o con 10 mg/kg de PCA, siete dias antes
del entrenamiento. **, p < 0.01, con relaciéon a su respectivo grupo control, obtenidos en la

prueba post hoc de Duncan.
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IX. DISCUSION GENERAL

Los resultados obtenidos en el Experimento 1 indican que cuando se realiza un
entrenamiento con intensidades altas de choque eléctrico se induce un mejor aprendizaje,
entendiéndose éste como una mayor resistencia a la extincion, y que también se expresa con

un mayor numero de aciertos durante las sesiones de prueba (ver Figura 5).

Durante la sesion de adquisicion de la tarea utilizada en este trabajo fue evidente que
conforme se realizaron los distintos ensayos en una sesion, el animal aprendio
progresivamente a evitar el choque eléctrico. Lo mas relevante del experimento es que la
intensidad elevada de choque acelerd este proceso, o dicho de otra forma, las ratas
entrenadas con intensidades relativamente bajas (0.6, 0.8, 6 1.0 mA) aprenden a evitar el
choque eléctrico alrededor del décimo ensayo, mientras que las entrenadas con la intensidad
alta (1.4 mA) aprenden o adquieren la respuesta de evitacion, en promedio, en el quinto

ensayo.

Esta diferencia puede indicar que el proceso de aprendizaje se acelerd. Esta
aceleracion se ve reflejada tanto en la prueba de retencion y en las sesiones de extincion
como en el numero total de aciertos obtenidos a lo largo de todas las sesiones
(entrenamiento y 5 sesiones de extincion), donde las intensidades bajas de choque eléctrico
hacen que la respuesta de evitacion disminuya significativamente en la primera sesion de
extincion y continien disminuyendo hasta el final de las sesiones de retencion (extincion).
Por el contrario la intensidad alta ayuda a que la respuesta de evitacion no desaparezca

tempranamente, sino que se sigue presentando en las primeras sesiones de extincion y
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eventualmente va desapareciendo; de igual forma, genera un mayor numero de aciertos
totales con respecto al generado por las otras intensidades (ver Figura 6). Por tales razones
podemos afirmar que el entrenamiento realizado bajo condiciones sobrerreforzadas mejora

la ejecucion y retencion en este tipo de aprendizaje.

Hay que mencionar que cuando se evalta la retencidn de la tarea, el reforzador
negativo ya no esta presente (es decir, que por definicidn se esta produciendo la extincion),
razon por la cual la probabilidad de que la respuesta desaparezca se incrementa. Asi aunque
el choque de 1.4 mA, permitio un mayor aprendizaje, la ausencia del reforzador negativo en
las sesiones de extincién contribuyd a que la respuesta de evitacion disminuyera, aunque de
manera paulatina, en contraste con aquellos animales entrenados con las otras intensidades
de choque (0.6 mA), en los que la respuesta de evitacion en las sesiones de extincion se

debilité con mayor rapidez (ver Figura 5).

En resumen, los resultados del Experimento 1 permitieron definir empiricamente los
parametros de choque eléctrico que representarian un reforzamiento bajo o normal (0.6, 0.8
6 1.0 mA) y un parametro de sobrerreforzamiento (1.4 mA), que se utilizarian en el

Experimento 2.

Los resultados obtenidos en la adquisicion de la tarea en el Experimento 2, se
presentan en la Figura 7. Estos permiten aceptar la hipotesis planteada, ya que la aplicacion
sistémica de PCA una semana antes del entrenamiento deteriora la adquisicion de la tarea,
pues se observa que cuando el entrenamiento se da en condiciones en donde el choque
eléctrico es de intensidades relativamente bajas (0.6, 0.8 y 1.0 mA), los animales adquieren

la respuesta de evitacion. Sin embargo, al ser comparados con su respectivo grupo control,

61



se observan diferencias significativas que permiten sefialar que el aprendizaje es menor y
por lo tanto que la PCA deteriora el desarrollo de la adquisicion de la tarea de evitacion

activa.

En contraste, el grupo entrenado con la intensidad de choque eléctrico
sobrerreforzante (1.4 mA), mostr6 una buena adquisicion de la tarea, ya que al hacer la
comparacion con su grupo control, y con el resto de los grupos controles, no hubo diferencias
significativas. Ya se indic6 que una semana después de la administracion sistéemica de PCA
se observa una degeneracion de las vias serotoninérgicas (Berger y col., 1992; Kohler y col.,
1978; Ogren, 1985b). Esto implica que los animales aqui estudiados fueron sometidos a una
situacion de aprendizaje en condiciones en las que el sistema de transmision encefalico de 5-
HT ya no esta presente, y bajo tales circunstancias los animales con entrenamiento y choque
eléctrico bajo se ven afectados directamente por el tratamiento sistémico con PCA, mientras
que la aplicacion de la toxina en condiciones de entrenamiento intenso, la adquisicion de la

tarea no se afecta.

Existen evidencias, reportadas por Mamounas y Molliver (1988) y por Berger y col.
(1989), de que hay pérdida de las fibras nerviosas que contienen 5-HT en sus diferentes

areas de proyeccion cerebral de la rata. Este efecto se observa después de la inyeccion de

PCA y pasado un periodo largo.

Mamounas y Molliver (1988), describen la pérdida de neuronas de 5-HT del rafe
dorsal; estas neuronas fueron marcadas con un marcador retrogrado en areas del cerebro
medio, y después de la inyeccion de PCA se hicieron varias mediciones del marcador

encontrandose poco marcaje al transcurrir el tiempo. Los resultados histologicos muestran la
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degeneracion de los axones terminales a un corto tiempo después de la aplicacion de la
PCA. A pesar de la ausencia del sistema de 5-HT durante el entrenamiento y prueba de la
tarea de evitacion activa, los animales entrenados con 1.4 mA no presentan ningun deterioro
aun en las circunstancias mencionadas, a diferencia de aquellos animales entrenados con
intensidades bajas, para los que si se hizo evidente la falta del sistema de 5-HT para tener un

mejor desempefio en la adquisicion y retencion de la tarea.

Es importante mencionar que la respuesta de evitacion se adquiere de diferente forma
dependiendo de la intensidad de choque eléctrico utilizada, es decir que si se utiliza una
intensidad alta (1.4 mA) de choque eléctrico, el sujeto aprende a evitar el estimulo aversivo
en un menor nimero de ensayos que aquellos sujetos que reciben un estimulo aversivo
pequefio (0.6 mA). Pero es incorrecto pensar que la PCA produjo algun dafio motor y sea
este el motivo determinante para la ejecucion deficiente en la tarea, ya que todos los
animales entrenados con diferentes intensidades de choque eléctrico recibieron la misma
dosis de PCA, y dado que todos los sujetos adquirieron la respuesta de evitacion (mas tarde
aproximadamente en el ensayo 10 en los animales entrenados con 0.6, 8.0 y 1.0 mA, o mas
pronto aproximadamente en el ensayo 5 en los animales entrenados con 1.4 mA), quiere

decir que no existieron dafios motores.

Esta misma observacion es pertinente para suponer que tampoco hubo dafio sensorial
por la aplicacion de la PCA, o en otras palabras, podemos inferir razonablemente que el
umbral al dolor no se modifica por efecto de la PCA, pues al igual que en este trabajo existen
reportes en los que se ha mencionado que la aplicacion de esta droga en la dosis (10 mg/kg)

y vias de administracion utilizadas, no modifica ni el desempefio motriz asi como tampoco
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modifica la sensacion de dolor producida por el choque, evaluados con pruebas como la del

plato caliente y rotarod (Ogren, 1982; Ogren y Johansson 1985a, b).

También se puede descartar la posibilidad de que los danos en la adquisicion de la
tarea sean debidos a la previa manipulacion de los animales. Dado que se conté con grupos
control que se sometieron a las mismas condiciones experimentales y la diferencia soélo fue la
inyeccion de PCA o solucién salina, y en ambas condiciones los animales adquirieron la
respuesta de evitacion y entre los grupos control no existieron diferencias significativas en el
numero de aciertos obtenidos, sugiere que no se indujo la aparicion de alguna conducta que
pudiésemos pensar que se trataba de estrés provocado a raiz de la manipulacion de los
animales durante el desarrollo de la tarea. La ventaja de manipular a los animales en una
sesion previa al entrenamiento es que facilita el manejo de los animales durante todo el

experimento.

Tampoco podemos atribuir los efectos obtenidos en la sesién de adquisiciéon a la
presencia de un estado farmacologico dependiente por la aplicacion de la PCA, debido a que
teoricamente cuando los animales se sometieron al aprendizaje de la tarea, el efecto critico
de la PCA en el sistema habia pasado, pues recuérdese que los mayores niveles de droga
en el sistema se alcanzan a las 24 hr posteriores a su aplicacion sistémica (Ogren, 1982;
Ogren y Johansson, 1985a; 1985b), y van disminuyendo de tal forma que a la semana de su
aplicacion la droga esta casi totalmente metabolizada y comienza a ser excretada junto con
la orina (Ogren, 1982). En resumen la deficiencia en la adquisicion de la respuesta de
evitacion es debida Unicamente al efecto destructivo de la PCA sobre las vias
serotoninérgicas, y por ende, podemos inferir que la 5-HT es indispensable para la

adquisicion de la conducta estudiada.
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En lo que respecta a la sesion de retencion o extincion en el Experimento 2, también
se acepta la hipétesis planteada, ya que la aplicacion sistémica de PCA una semana antes
del entrenamiento dafia la memoria (es decir, la retencion) de la tarea, pero el mismo
tratamiento aplicado a los animales que fueron entrenados en condiciones de

sobrerreforzamiento (1.4 mA) no produce alteraciones en la retencion.

Al respecto tenemos que en esta sesion todos los grupos controles tratados con
solucion salina obtuvieron un numero de aciertos significativamente mayores que los grupos
tratados con PCA, con excepcion del grupo entrenado con 1.4 mA, el cual no difirid
significativamente de su grupo control inyectado con solucién salina y tampoco de los otros

grupos control entrenados con 0.6, 0.8 y 1.0 mA.

Como se observa en la Figura 8, los grupos tratados con PCA y entrenados con
choques relativamente bajos, obtuvieron un numero de aciertos menor comparado con su
respectivo grupo control. Como ya habia sido reportado en la literatura al igual que en la
sesion de adquisicion la deficiencia es debida Unicamente a la accion de la PCA, (Kohler y
col., 1978; Ogren, 1982, Ogren y Johansson, 1985a; 1985b). Con respecto al grupo
entrenado con la intensidad de choque de 1.4 mA, en esta sesion obtuvo un numero de
aciertos mayor que los grupos entrenados con las otras intensidades e incluso mayor nimero
de aciertos que en la sesion de adquisicion. Ademas como ya se mencioné anteriormente, no
difirid en nimero de aciertos con su grupo control ni con los otros grupos controles, lo que
infiere este resultado es que esta intensidad produjo un mayor aprendizaje, y protegio a los
animales del efecto amnésico que produce en otras circunstancias de aprendizaje la PCA

cuando es aplicada una semana antes del entrenamiento.

65



Podemos observar entonces que la aplicacion sistémica de la PCA una semana antes
del entrenamiento produce un cuadro amnésico en los animales sometidos a una tarea de
evitacion activa de una via cuando se utilizan choques eléctricos bajos, a diferencia de
aquellos animales que son entrenados en esta misma tarea con un choque sobrerreforzante,
los cuales presentan una buena ejecucion, tanto en la sesién de adquisicion como en la

sesion de retencién o lo que es lo mismo tienen un mejor aprendizaje.

¢ Qué es entonces lo que sucede en el cerebro con la aplicacion sistémica de PCA
una semana antes del entrenamiento?, ;Porqué se obtienen efectos conductuales

antagoénicos con un mismo tratamiento?

A estas preguntas existen varias respuestas, una de ellas es que el cuadro amnésico
encontrado en los animales entrenados en evitacion activa de una via con choques bajos
(0.6, 0.8, y 1.0 mA) puede atribuirse a la degeneracion del sistema serotoninérgico (Harvey,
1993; Kohler y col., 1978; Ogren y col., 1981). Aunque en este estudio no se realizdé ningun
control histolégico, se ha reportado que con la dosis de PCA utilizada en este trabajo (10.0
mg/kg) los animales presentan un deterioro en la adquisicién y retencion de tareas de
evitacion activa de una y dos vias. El mismo resultado se observa en la tarea de evitacion
inhibitoria y en la tarea de miedo condicionado cuando se aplica el tratamiento 30 min antes

del entrenamiento (Archer y col., 1981; Ogren, 1982; Ogren y Johansson, 1985a; 1985b).

Las deficiencias observados pudieran ser atribuidas a la pérdida del neurotransmisor,
y a la degeneracion del sistema de 5-HT. Por lo tanto, se puede inferir que para realizar un

entrenamiento en la tarea de evitacion activa de una via, y se lieve de un buen aprendizaje
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es necesaria la integridad del sistema de 5-HT, de lo contrario la falta de neurotransmisor

produce deficiencias tanto en la adquisicion como en la retencion de la tarea.

Sin embargo, no puede aceptarse que el aprendizaje y la retencion de la evitacion
activa dependan solamente la 5-HT. Otros sistemas neuroquimicos y varias estructuras
cerebrales deben estar involucrados en estos procesos. En otras palabras, se ha
determinado que la participacion de estructuras como el estriado y la substancia nigra entre
otras, son importantes para que se almacena la informacién, asi como la participacion de
diferentes sistemas neuroquimicos. Nosotros observamos que la participacion del sistema de

5-HT es importante y adelante veremos que también lo es el sistema de Ach y DA.

Existen varios estudios que mencionan que los sistemas de 5-HT, dopamina (DA) y
acetilcolina (Ach) estan en estrecha relacion funcional (Altman y col., 1987; Ogren 1982;
1985a; 1985b). Se piensa que la 5-HT modula la liberacion de Ach en diferentes estructuras
cerebrales (Babar, y col.,, 2002), principalmente en el nudcleo estriado de rata. Si en
condiciones fisiolégicas normales esto es cierto, entonces para los animales entrenados con
choques bajos (0.6, 0.8 y 1.0 mA) no sélo es necesaria la participacion del sistema de 5-HT,
sino que ademas debe existir una modulacién del sistema de ACh por el sistema de 5-HT, y
de esta forma los animales pueden consolidar la informacién aprendida. Babar y col. (2002),
reportaron que la lesion del rafe medial con acido iboténico mas la aplicacion de
escopolamina en el giro dentado del hipocampo deteriora la retencion de la tarea de evitacion
inhibitoria, sugiriendo asi la existencia de un proceso interactivo entre el rafe medial y el
sistema colinérgico hipocampal. De igual manera, Santucci y col. (1995), reportaron que la
liberacion de 5-HT inducida con PCA en ratas previamente tratadas con escopolamina

incrementan el efecto ya producido por la escopolamina en la tarea de laberinto acuatico.
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Los dltimos estudios proponen que las interacciones entre el sistema de 5-HT vy
colinérgico hipocampal modulan el aprendizaje y la memoria y que estan asociadas con las
proyecciones de origen del rafe dorsal y principalmente del medial, asi como con la

localizacion de los receptores de 5-HT (Babar, y col., 2001; 2002).

En el estriado la 5-HT ejerce su principal accion sobre el sistema colinérgico, gracias
al gran numero de vias monosinapticas ascendentes y descendentes que inervan diferentes
niveles neuronales interactuando con diferentes tipos de receptores localizados tanto en las
membranas pre y/o postsinapticas colinérgicas, con accion inhibitoria (Ennis y col., 1981) y
produciendo un efecto global en las neuronas inervadas. De hecho se sabe que una sola
neurona serotoninérgica del rafe dorsal puede proyectar simultaneamente al estriado y la
substacia nigra ejerciendo un control simultaneo en dichas estructuras (Soubrie, 1984;

Babar, y col., 2001; 2002).

En investigaciones anteriores se observd que la lesién del rafe dorsal y medial
disminuia un 80% la 5-HT cerebral en ratas, y esto provoco la disminucion de la actividad de
las neuronas catecolaminérgicas del estriado y la substancia nigra (Romelspacher y col.,

1980).

De igual forma Vizi y col., (1981), disefiaron un experimento para evidenciar la
relacion del sistema de 5-HT con el de Ach. Observaron que la liberacion de Ach en las
preparaciones de estriado era mayor cuando se lesionaba el rafe o se daba un tratamiento
previo con PCPA (blogueador de la sintesis de 5-HT). El aumento de Ach intracelular se
relaciona directamente con la liberacion del mismo, en otras palabras, la 5-HT liberada por

las neuronas del rafe, inhiben la liberacion de Ach en las interneuronas colinérgicas
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estriatales. Esta relacion de los sistemas de 5-HT, DA y Ach se puede observar en la

Figura 9.
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Fig. 9. Modelo hipotético de la relacion que existe entre los sistemas serotoninérgico,
dopaminérgico y gabaérgico entre otros, y la accion que ejerce cada sistema en diferentes

nucleos cerebrales para permitir que una respuesta condicionada sea procesada.

A partir de este modelo, en nuestro laboratorio se planteé la posibilidad de que la
alteracion de la actividad serotoninérgica del estriado trajera como consecuencia la
incapacidad para el establecimiento de la memoria de largo plazo. Experimento recientes
dieron apoyo a este planteamiento. Se encontré que la microinyeccion de serotonina en el

estriado produce una interferencia significativa con la consolidacion de la memoria, que por
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lo tanto, impidi6 el paso de la informacion a la memoria de largo plazo (Prado-Alcala et al.,

2003).

La mencidon de estos estudios y el planteamiento de este modelo es importante
porque se ha evidenciado que la integridad funcional del sistema de Ach estriatal es muy
importante para que se realice el proceso de consolidacion de la memoria. Asi en diferentes
estudios se ha observado consistentemente que la interferencia con la actividad de este
sistema deteriora la retencion de tareas como evitacion inhibitoria y activa (el nacleo estriado
es el principal nucleo asociado al aprendizaje de la tarea de evitacidn inhibitoria y evitacion

activa estudiada en esta tesis).

En estos estudios se ha realizado administracion estriatal de antagonistas
colinérgicos como atropina {Prado-Alcala y Coboz-Zapiain, 1977; Prado-Alcala, y col., 1984,
y Giordano y Prado-Alcala, 1985), o escopolamina (Prado-Alcala, y col., 1978; Prado-Alcala,
y col., 1979; Diaz del Guante, y col., 1990, y Prado-Alcala, y col., 1993), encontrandose

deficiencias en la retencion de ambas tareas de evitacion.

De igual forma la aplicacion sistémica de escopilamina (Duran-Arévalo, y col., 1989;
Cruz-Morales, y col., 1992, y Quirarte, y col., 1994) produce deficiencias en la retencion de
las tareas de evitacion. De forma consistente la aplicacion de antagonistas gabaérgicos

intranigrales producen amnesia en las mismas tareas (Coboz-Zapiain, y col., 1996).

Si pensamos que en condiciones fisioldgicas es la 5-HT el sistema que modula
inhibiendo la actividad del sistema colinérgico, en las condiciones en las que ya no esta

presente (recordemos que para nuestro caso el sistema degenerdé cuando se realizo el
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entrenamiento y retencion de la tarea) entonces no hay inhibicion por el sistema de 5-HT, por
lo tanto se induce incremento en la liberacion de Ach, y esto provocara a su vez desinhibicién
de las neuronas gabaérgicas. Como resultado de esta desinhibicion se facilita la accion de la
neuronas gabaérgicas, inactivando a su vez a las dopaminérgicas y esto rompe el circuito
que pudiera procesar la informacion aprendida. En otras palabras, la liberacion exagerada de
Ach, debido a la falta de influencia inhibidora de 5-HT, produce un desequilibrio neuroquimico
que impide que se llevan a cabo en forma normal tanto la adquisiciéon como la consolidacion

de la memoria.

En resumen, los circuitos neuronales que estan regidos por acciones inhibitorias y
excitatorias se ven modificados cuando existe algun cambio funcional en uno o en varios
sistemas, provocando que la informacién derivada de la experiencia no se almacene. Por
esta razon al evaluar a nuestros animales enconframos deterioro en la adquisicién vy
retencion de la tarea. Aunque esta deficiencia si les permite adquirir la respuesta de evitacion
porgue no hay dafios motores o sensoriales su ejecucion es limitada con respecto a sus

respectivo grupo control.

¢ Pero entonces qué es lo que sucede en aquellos animales sobrerreforzados en los

que no se encuentra ninguna deficiencia mnémica a pesar del tratamiento con la PCA?.

Para explicar lo que esta sucediendo Prado-Alcala y Quirarte (1998) (citado en De la

Fuente, y col., 1998) proponen 2 modelos para explicar estos resultados.
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Pero antes de explicarlo es importante retomar estudios previos que muestran que
bajo condiciones de sobrerreforzamiento los tratamientos que producen amnesia se tornan
inefectivos, como es el caso del bloqueo de los sistemas colinergico (Cruz Morales y col.,
1992; Diaz del Guante y col., 1990; Duran Arévalo y col., 1989; Giordano y Prado Alcala,
1985), GABAérgico (Cobos Zapiain y col., 1996; Meyer y col., 1991), dopaminérgico (Meyer y
col., 1991), y serotoninérgico (Solana Figueroa y col., 2002). Estos sistemas ya no son
necesarios para que se lleve a cabo el proceso de adquisicion y consolidacion de tareas de

evitacion.

Para explicar estos datos, se ha propuesto que son otros los sistemas neuroquimicos
localizados en diferentes nucleos cerebrales los que suplen las funciones mediadas por el
sistema neuroquimico faltante o bloqueado. El modelo propone que la actividad de un
sistema neuroquimico determinado es indispensable para la adquisicion de respuestas
condicionadas en aquellas tareas en donde se aplican estimulos nociceptivos de intensidad
suficiente para que los animales aprendan a evitarlos. En estas situaciones, como ya vimos,
la actividad de otros sistemas neuroquimicos también son esenciales para el establecimiento

de la memoria (entre ellos el colinérgico, dopaminérgico o gabaérgico).

Es decir que estos sistemas funcionan por encontrarse funcionalmente en serie, de tal
manera que el bloqueo, inactivacion, lesion o cualquier otro tipo de manipulacion que
interfiera con el funcionamiento normal de cualquiera de ellos, tendra como consecuencia la

incapacidad para el establecimiento permanente de la memoria (ver Figura 10).
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INFO El . E3 En NO R

Fig. 10. Representacion esquematica del modelo propuesto que explica la forma en
que la memoria es consolidada en condiciones de bajo nivel de reforzador. En este caso
durante la adquisicion de un aprendizaje las estructuras E1, E2, E3... En, implicadas en el
procesamiento de la informacion (INFO), se encuentran conectadas funcionalmente en serie,
de tal manera que es necesaria la participacion de todas y cada una de ellas para que este
proceso se realice y entonces sea posible la ejecucion de la respuesta aprendida (R) toda
vez que se han activado los sistemas motores correspondientes (SM). Cuando se interfiere
con alguna de ellas (M), se detiene el flujo de la informacién necesaria para que se

consolide la memoria por lo tanto no es posible observar |la respuesta aprendida (NO R).

En la medida en que la experiencia de un aprendizaje en particular la intensidad del
estimulo aversivo aplicado durante el aprendizaje de evitacion activa se incrementa
(sobrerreforzamiento), entonces los mismos sistemas y posiblemente otros también
participan en la consolidacion de la memoria. Sin embargo, en estas circunstancias ninguno
de ellos es esencial para que se presente el fendmeno mnémico, ya que la activacion de sélo

alguno de ellos sera suficiente.

En otras palabras, cuando un sujeto es sometido a una experiencia incrementada de
aprendizaje los sistemas implicados sufren un rearreglo funcional, comportandose como si
estuviesen conectados en paralelo. Asi, a pesar de que alguno de ellos no tengan actividad

normal o bien ya no estén presentes, la informacion derivada de la experiencia de
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aprendizaje podra llegar a los otros sistemas, los cuales se encargaran de que los procesos
mnémicos correspondientes se lleven a cabo (Prado-Alcala y Quirarte, 1998 citado en De la

Fuente, y col., 1998). Este modelo se ejemplifica con la Figura 11.

INFO

INFO

FIG. 11. Representacion esquematica del modelo en paralelo que explica la manera
en que se establece la memoria en condiciones de sobrerreforzamiento. En este modelo se
plantea que la informacion fluye a través de nuevas conexiones provocadas por la situacion
especifica de aprendizaje (sobrerreforzamiento) que da lugar a la activacién funcional de las
estructuras involucradas en el procesamiento de la informaciéon en paralelo. Aun en estas
condiciones la interferencia con la actividad de alguna de las ellas ( ), no detiene el
acceso a la informacion en el resto de las estructuras, estableciéndose la consolidacion de la
memoria En esta situacion, a pesar de que todas las estructuras participan en el proceso,

ninguna de ellas es indispensable para que el proceso de memoria se realice.
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Asi es posible que para este caso especifico el procesamiento de la informacién en
animales entrenados con 0.6, 0.8 y 1.0 mA el sistema de 5-HT esté conectado en serie con
los otros sistemas neuroquimicos (dado las relaciones ya discutidas), de tal suerte que la
ausencia del sistema de 5-HT debido a la degeneracion por accion de la PCA da como
resultado que la respuesta de evitacion no se adquiera de forma adecuada y este mismo

efecto se observe en la retencion de la tarea.

Para el caso de los animales que fueron sometidos a una intensidad de choque
eléctrico de 1.4 mA (sobrerreforzamiento), el circuito por medio del cual se procesa la
informacion ahora sufrié esa reorganizacion funcional, y quiza se activen otros sistemas de
nuerotransmision como el glutamatérgico (Babar, y col., 2001; 2002) o se activen otras vias
de comunicacion neuronal de tal manera que los sistemas que forman el circuito se
organizan funcionalmente en paralelo. Asi la informacion es procesada independientemente
de que el sistema de 5-HT no esté presente, y no ejerza su accion inhibitoria sobre otros
sistemas, pues existen otras vias que pueden realizar la funcidén y procesar la informacion

aprendida para que se consolide permanentemente.

De lo anterior podemos establecer que no importa que el sistema de 5-HT degenere,

porque existen otros sistemas presentes en el cerebro que son suficientes para llevar a cabo

las funciones cognitivas en las que la participacion de la 5-HT era necesaria.
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X. CONCLUSIONES

La aplicacion sistémica de PCA una semana antes del entrenamiento en
evitacion activa deteriora la adquisicion y retencion de la tarea cuando esta se

realiza con intensidades bajas de reforzador aversivo.

La aplicacion sistémica de PCA una semana antes del entrenamiento en
evitacion activa no deteriora la adquisicion y retencion de la tarea cuando esta se

realiza con intensidades altas del reforzador (sobrerreforzamiento).
La integridad del sistema serotoninérgico es necesaria para que se
consolide la memoria en condiciones de entrenamiento con intensidades bajas de

reforzador aversivo.

La integridad del sistema serotoninergico parece no ser necesaria para

que se consolide la memoria en condiciones de sobrerreforzamiento.
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APENDICE |

CONCEPTOS BASICOS SOBRE APRENDIZAJE Y MEMORIA

Definicion de Aprendizaje. Es un cambio en la conducta relativamente permanente
debido a una o varias experiencias. También puede ser definido como aquellas
modificaciones que se producen a partir de la experiencia (Thompson. 1985), que no son

debidas a farmacos, fatiga, o madurez (Hilgard y Marquis. 1969).

Existen dos tipos de aprendizaje: el no asociativo que es la forma mas simple de
aprendizaje y en él se encuentra la habituacion que es el decremento de una respuesta ante
la presentacion repetida de un estimulo; un ejemplo es dejar de escuchar el tic-tac de un

reloj.

La sensibilizacion es el otro tipo de aprendizaje no asociativo que consiste en el
incremento de una respuesta refleja ante estimulos moderados que sean precedidos de
otros estimulos intensos o nociceptivos; por ejemplo, el reflejo de sobresalto de una rata
ante un tono, se intensifica si antes de la presentacion de ese tono damos al animal un
pinchazo en cualquier parte del cuerpo. La sensibilizacion es también una respuesta
defensiva, de caracter adaptativo, pero a diferencia de la habituacién, es un fenédmeno
general; es decir, en vez de ser una respuesta para un estimulo especifico, afecta al
organismo globalmente haciéndole responder de manera incrementada ante muchos

estimulos diferentes. Por lo tanto, una rata sensibilizada se sobresaltara con aumento
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inusual de la respuesta no solo ante la presentacion de un tono sino también ante estimulos

tactiles o luminosos.

El aprendizaje asociativo implica, como su nombre lo dice, la asociacion de uno o
varios estimulos con una o varias respuestas o con otros estimulos. Dentro de esta clase de
aprendizaje esta el condicionamiento clasico o pavloviano, el cual se establece apareando
un estimulo neutro llamado estimulo condicionado (EC), que produce respuestas
inespecificas o reflejos de orientacion, con un estimuio que puede producir respuestas
reflejas especificas. A este segundo estimulo se le llama estimulo incondicionado (El); a la
respuesta producida por el El se le llama respuesta incondicionada (RI). Después de un
cierto numero de asociaciones del EC con el El, el EC produce por si solo la respuesta
refleja, que ahora se llama respuesta condicionada (RC). El ejemplo tipico se da cuando a
un perro le presentamos el sonido de una campana (EC) que va a producir una respuesta de
orientacion aleatoria (levantar las orejas, mover la cola, o voltear hacia la fuente de
estimulacion), pero si después de la presentacion del sonido se le presenta carne (El) se
obtendra una respuesta incondicionada que se traduce en salivacion. Después de un
numero repetido de presentaciones de esta asociacion, con la sola presentacion del sonido
de la campana se producira la respuesta condicionada que es la salivacion. A este tipo de

aprendizaje también se le conoce como reflejo condicionado o condicionamiento clasico

pavioviano.

Otro tipo de aprendizaje asociativo es el aprendizaje operante, que también se
conoce como aprendizaje por ensayo y error, y a diferencia del condicionamiento clasico
en el que un estimulo produce una respuesta especifica, en este tipo de aprendizaje los

organismos emiten un numero indeterminado de respuestas que forman parte de su
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repertorio conductual, y si alguna de éstas es seguida por algun estimulo reforzante,
entonces la probabilidad de que esa repuesta o conducta se repita aumenta; si una rata es
introducida a una caja equipada con una palanca que provee de comida, y si durante su
conducta exploratoria oprime la palanca y obtiene comida, lo mas probable es que se repita
esa conducta siempre y cuando continte siendo reforzada. Los reforzadores pueden ser de
varios tipos; los mas usados son los positivos como la comida y el agua, y los negativos

como un choque eléctrico.

Dentro del condicionamiento instrumental aversivo existen tres modalidades:
castigo, escape y evitacion o prevencion. Si durante la ejecucidbn de una respuesta
especifica se aplica un estimulo aversivo el paradigma se le llama de castigo y
observaremos que el sujeto deja de ejecutar la respuesta. En el condicionamiento de
escape, el sujeto debe responder rapidamente a la presentacion del estimulo nociceptivo,
para alejarse de éste. En el condicionamiento de evitacion o prevencion, la ejecucion de una
respuesta instrumental de tipo motora (subir a una plataforma, levantar una pata, trasladarse
al un compartimiento contiguo, entre otras) en el momento apropiado le permite al sujeto no
recibir el estimulo aversivo o nociceptivo.

En estos procedimientos las variables dependientes se expresan generalmente en
términos de la magnitud de la respuesta, ya sea en latencia o en tasa de respuesta

(Campbell y Church, 1969; Hilgard y Marquis, 1969).
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Tarea de Evitacion: Este tipo de entrenamiento consta de dos paradigmas
diferentes, evitacion inhibitoria y evitacion activa. En ambos casos el sujeto tiene que
efectuar una respuesta instrumental para evitar recibir un estimulo aversivo. La diferencia
fundamental entre estos dos paradigmas es que en la evitacion activa el sujeto tiene que
realizar una respuesta motora especifica de desplazamiento, como trasladarse al
compartimiento contiguo, para evitar el estimulo aversivo, mientras que en evitacion pasiva,
el sujeto tiene que dejar de emitir la respuesta que generalmente es motora, para no recibir
el estimulo aversivo. Una vez que el condicionamiento se ha completado el organismo
siempre inhibe la respuesta antes de que se pueda presentar el estimulo aversivo

(Campbell y Church, 1969).
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FASES QUE SE DESARROLLAN DURANTE EL CONDICIONAMIENTO

Adquisicion: en esta fase se incrementan el nUmero de respuestas condicionadas,

de manera paulatina.

Mantenimiento: es la etapa en la cual el nivel de respuestas condicionadas alcanza

su maximo, y es mas o menos estable.

Generalizacion: se da cuando un organismo presenta la respuesta condicionada
ante la presencia de estimulos similares al estimulo con el que originalmente fue asociada la

respuesta condicionada.

Discriminacion: se da cuando ante la presencia de varios estimulos la respuesta
condicionada se presenta unicamente con el estimulo al que inicialmente se asocio la

respuesta.

Extincion: es el proceso por el cual un organismo disminuye significativamente, o
deja de ejecutar, respuestas condicionadas, por haberse omitido la presentacion del

estimulo reforzante o incondicionado al que inicialmente se asocio.

Recuperacion Espontanea: en esta fase hay una reaparicion eventual de la

respuesta condicionada, cuando al organismo se le somete a las mismas condiciones

experimentales, después de que se ha establecido la extincion (Fig. 12).
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DEFINICION DE MEMORIA

La memoria ha sido definida como el proceso o la facultad de retener y recordar
informacion sobre experiencias pasadas (Bower y Hilgard, 1981). La memoria se refiere a la
persistencia del aprendizaje en un estado que puede ser revelado después, en otro

momento. La memoria es la consecuencia natural del aprendizaje (Squire, 1987).

La memoria se ha clasificado de acuerdo al tipo de informacion que contiene, es
decir, existe una memoria primaria que es limitada y contiene informacién que se ocupa en
un momento de atencién en ese instante, en este tipo de memoria sélo podemos almacenar
una decena de digitos durante un corto periodo de tiempo. Un ejemplo tipico es el numero
de teléfono que retenemos en la mente durante el corto tiempo que necesitamos para
marcarlo. Es un tipo de memoria fragil y transitoria que resulta muy vulnerable a cualquier
interferencia, mientras marcamos el nimero de teléfono no podemos atender a otra cosa,

porque enseguida lo olvidamos indefinidamente, a menos que lo utilicemos nuevamente.

En este ultimo caso la informacion puede pasar al siguiente estadio, o sea una
memoria de tipo secundaria, que es mas amplia, estable y duradera, ademas es poco
vulnerable a las interferencias. Se ha definido como el conocimiento de un estado ya
formado de la mente y que ha permanecido guardado en la conciencia (James, 1890).
Gracias a este tipo de memoria recordamos permanentemente el lugar donde vivimos, el
idioma que hablamos, los conocimientos necesarios para realizar dia a dia nuestra
profesion, muchos de los acontecimientos de nuestra vida pasada, entre otros muchos

ejemplos de éste tipo de memoria.
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Existe una clasificacion de la memoria en cuanto al tiempo que ocupan. La memoria
de corto plazo funciona para eventos que justamente han ocurrido y se requieren en el
momento, y la memoria de largo plazo funciona para eventos que no se requieren en el
momento, pero si se requirieran podemos recordarlos o recuperarlos de nuestro almacén de

memoria (Hebb, 1949).

Otra clasificacion de memoria es la propuesta por Endel Tulving (1972) la cual dice
que existe una memoria de tipo semantica en la que se guarda informacion general del
mundo que nos rodea, semejante a una enciclopedia o diccionario (ejemplo: quién fue
Santiago Ramén y Cajal, en qué afno sucedié la Independencia de México, entre otros
muchos hechos de tipo historico) y una memoria de tipo episodica que guarda informacion
mas personal y especifica, es decir que esta compuesta por sucesos que tienen un
significado personal, es mas parecida a un diario, (ejemplos de este tipo de memoria es el
recordar lo que hice las vacaciones pasadas, cuando es mi cumpleafos, en que afio ingrese

a la licenciatura, entre otros).

Jacoby (1981) plante¢ la existencia de dos tipos de memoria: una memoria implicita
y una explicita. La primera es un tipo de memoria que no requiere de algun recuerdo en el
momento en que se estd ocupando, sino que es detectable por la influencia de la
manifestacion conductual, es ese tipo de memoria que por ejemplo nos permite dejar de
atender a ruidos con los que ya estamos familiarizados (habituacion), salivar ante la
presencia de una comida apetitosa (condicionamiento clasico), comportarnos de manera

rutinaria de forma socialmente aceptada (condicionamiento instrumental), reconocer
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inmediatamente a nuestros familiares y amigos (aprendizaje perceptivo), o montar en
bicicleta (aprendizaje motor o de procedimiento). El segundo tipo de memoria, la explicita,
es una memoria para eventos especificos que tenemos sobre nuestro conocimiento del
mundo o sobre nuestras experiencias personales, los cuales son detectables a través de una
accion deliberada y consciente. Es también una forma evolucionada de aprendizaje que nos
permite adquirir informacion nueva sobre gente, lugares, cosas y circunstancias complejas

utilizando mas de una modalidad sensorial.

Con estas mismas caracteristicas se clasifico la memoria en declarativa y de
procedimiento. La memoria declarativa es un tipo de memoria que tiene acceso directo al
recuerdo consciente de informacioén, y esta informacion puede declararse verbalmente; por
ejemplo, ayer presenté mi examen de licenciatura. La memoria de procedimiento no es
accesible a situaciones especificas, tales como fechas o eventos en tiempo y espacio, sino
que es una memoria que contiene informacién sobre la realizacion de tareas motoras
aprendidas u operaciones cognitivas modificables (Cohen, 1981; Squire, 1982; Squire y
Cohen, 1984), por ejemplo, escribir, realizar una operacion matematica, conducir un

automovil, etcétera.

Por altimo se ha descrito otro tipo de memoria, la memoria de trabajo, la cual es un
sistema de mantenimiento o una memoria amortiguada de manipulacion temporal de
informacion, en la que ésta permanece mientras esta siendo procesada y requerida
(Baddeley y Hitch, 1974); éste tipo de memoria es requerida cuando realizamos actividades
cognitivas complejas como razonar o durante la planeacion motora compleja. Es por tanto
una informacion transitoria, de corto plazo, que continuamente se esta borrando y

sustituyendo por otra de naturaleza similar. Por ejemplo cuando una rata recorre un laberinto
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de varios brazos que contienen comida en el extremo, su memoria de trabajo es la que le

permite recordar los brazos que ya visitd, para seguir con su recorrido.

FASES DE LA MEMORIA

# RESPUESTAS
CONDICIONADAS

RECUPERACION ESPONTANEA

TIEMPO

- i ;
ADQUISICION EXTINCION
MANTENIMIENTO

Fig. 12. Secuencia de las fases que se desarrollan y caracterizan cualquier proceso

de aprendizaje y memoria.
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APENDICE II

TABLA 2. Analisis de Varianza (Parcelas Divididas (p.q.) de dos factores aplicado en el

Experimento 1.

Fuentes de Varianza S.C.
1. Entre bloques 6959.496
2. Factor A 1062.946

3. Sujetos Intra grupos 5329.500

4.Intra bloques 53.29.500
5. Factor B 2224 271
6. Interaccion A x B 535.079

7. B x sujs. Intra grupos  2570.150

TOTALES 12288.996

FACTOR A. INTENSIDADES

FACTOR B: SESIONES

G. L.

39

36

200

15

180

239

M. C. F
354.315 2.16
163. 793

444.854 31.16

35.672 2.50

14.279

p(F)

=0.108

< 0.001

= 0.003
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TABLA 3. Andlisis de Varianza. Completamente aleatorizado (un factor), aplicado para
evaluar el total de aciertos obtenidos en la sesion de adquisicion y las cinco sesiones de

extinciéon, en el Experimento 1.

Fuentes de Varianza S. C. G. L. M. C. F p(F)
1. Tratamientos (grupos)  10394.826 3 3464.942 4.67 =0.008
2. Error experimental 26722.522 36 742.292

TOTALES: 37117.348 39

FACTOR A: INTENSIDADES
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TABLA 4. Analisis de Varianza. Completamente aleatorizado (dos factores), aplicado para

evaluar los resultados obtenidos en la sesion de adquisicion del Experimento 2.

Fuentes de Varianza S. C. G. L. M. C. F p(F)
1.Factor A 316.840 1 316.840 49.05 < 0.001
2 Factor B 2236.960 4 559.240 86.57 < 0.001
3.Interaccion A x B 353.160 4 88.290 13.67 < 0.001
4 .Error experimental 581.400 90 6.460

FACTOR A: TRATAMIENTOS

FACTOR B: INTENSIDADES
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TABLA 5. Analisis de Varianza. Completamente aleatorizado (dos factores), aplicado para

evaluar los resultados obtenidos en la sesion de retencion del Experimento 2.

Fuentes de Varianza S. €.
1.Factor A 457.960
2.Factor B 36.98.700
3.Interaccion A x B 192.740
4 Error experimental 592.600

FACTOR A: TRATAMIENTOS

FACTOR B: INTENSIDADES

90

457.960

924.675

48.185

6.584

F p(F)
69.55 < 0.001
140.43 < 0.001

7.32 < 0.001
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