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Capitulo 1

INTRODUCCION

1.1 Diversos tipos de memoria en el cangrejo Chasmagnathus
granulatus

Se ha destacado la importancia de contar con diversos modelos de
memoria en un mismo animal cuando se propone estudiar e identificar los
mecanismos que sirven a cada tipo de proceso (p.e. Koob y col., 1981). La
estimulaciéon de distintos sistemas neuroquimicos puede involucrar
diferencialmente a diversos “canales” de memoria. Se entiende en este caso
como “canal” a una forma de memoria especificamente susceptible a una
influencia moduladora (Elisabetsky y col., 1979; Izquierdo, 1979).

En el cangrejo Chasmagnathus granulatus, extensos estudios sobre
procesos mneésicos han permitido caracterizar dos tipos de memoria,
desencadenadas por la presentacion repetida de un estimulo visual
potencialmente peligroso y evaluada por los cambios que se producen en
el comportamiento defensivo. Se las identifica como Memoria Contexto
Senal (MCS) y Memoria Sefal (MS), respectivamente. Entre las diferencias
mas notables debe destacarse que la MCS es dependiente de un
entrenamiento espaciado, asociativa, contexto especifica y sensible a la
cicloheximida, mientras que la MS es dependiente de la presentacion masiva
del estimulo iterativo, no-asociativa, independiente del contexto y no sensible
a cicloheximida (Pedreira y col., 1995, 1997, Pereyray col., 1996; Maldonado
y col., 1997; Hermitte y col., 1998; Tomsic y col., 1998).

Con el objetivo de ampliar el estudio de diferentes tipos de memoria este
trabajo se orienté hacia el estimulo alimentario y los comportamientos



exploratorio y de busqueda de alimento en Chasmagnathus (Dimant,
1991; Dimant y Maldonado, 1992; Hermitte, 1995).

Cuando Chasmagnathus explora espontaneamente un ambiente nuevo
se produce un notable despliegue de actividad exploratoria, durante la cual el
cangrejo recorre el nuevo territorio en toda su extension. De la misma forma
es posible observar en el contexto experimental (p.e. la caja de actividad
usada en la presente tesis) la actividad exploratoria del animal que escudrifia
especialmente rincones y bordes. Si debido al protocolo de entrenamiento, el
cangrejo ingresa repetidamente al mismo contexto, luego de un corto
intervalo de ausencia, se constata un decremento de la actividad exploratoria
a lo largo de lo que se denomina sesion de entrenamiento. Tal disminucion
persiste durante la sesion de evaluacion, 24 horas después del
entrenamiento, y reune las condiciones paramétricas de la habituacion
exploratoria (Dimant, 1991; Dimant y Maldonado, 1992).

Contrariamente, si el cangrejo halla comida en el contexto experimental
durante cada ensayo de entrenamiento, es decir, si se le brinda alimento
durante cada uno de los repetidos ingresos, el contexto pasa a tener valor
predictivo del refuerzo comida. En estas condiciones se evidencia un
mantenimiento y/o aumento de la actividad locomotora 24 horas luego del
entrenamiento, lo que podria interpretarse como un comportamiento de
Busqueda Dirigida (goal-traking behavior, Kemenes y Benjamin, 1989). Este
tipo de aprendizaje ha sido denominado condicionamiento alimentario,
donde el contexto (la caja experimental) es el estimulo condicionado (EC) y
la comida el estimulo incondicionado (El) (Dimant, 1991; Dimant y
Maldonado, 1992; Hermitte, 1995). Si bien la ingesta de alimento aumenta la
tasa metabolica del animal (Cervino y col., 1995) se ha descartado el efecto
activador inespecifico de la comida como responsable de la mayor actividad
dentro del contexto experimental (Dimant, 1991; Dimant y Maldonado, 1992;
Hermitte, 1995).



1.2 Caracteristicas del condicionamiento alimentario en
Chasmagnathus

1.2.1 Ventana temporal de la disponibilidad asociativa.

Rescorla (1988) destaca un aspecto fundamental del aprendizaje
asociativo, la contigiliidad, es decir la relacion temporal que permite
establecer una relacion contingente entre los estimulos. En diversos
experimentos tanto de condicionamiento clasico como instrumental se
encontr6 que dos eventos estrictamente simultdneos no pueden ser
asociados, pero si es posible asociarlos cuando existe un pequefio desfasaje
temporal, siempre que el estimulo condicionado (EC) preceda al estimulo
incondicionado (El), enfatizando el caracter predictivo del estimulo
condicionado.

El retardo 6ptimo EC-El para el condicionamiento oscila mucho de
acuerdo a la especie y tipo de paradigma, pero generalmente no excede los
segundos (p.e. Kasprow; 1987; Nevine y col., 1987; Mazur, 1995; Reilly y
MacPhail, 1995; Brown y col.,, 1997). Sin embargo, se dan casos
excepcionales en que el retardo EC-El puede ser de varias horas: un
ejemplo de condicionamiento retardado lo brindan los trabajos realizados por
Garcia y Koelling (1966), Garcia y col. (1968), Delamater y col. (1986) en
condicionamiento aversivo en ratas. Este tipo de paradigma es considerado
retardado (delayed) ya que el animal puede atribuirle un caracter aversivo al
estimulo condicionado como resultado del malestar intestinal producido
varias horas luego de la ingesta de comida. Garcia y Koelling (1966) han
sugerido que la funcionalidad de este condicionamiento aversivo retardado
radica en el hecho que animales generalistas como las ratas, necesitan
evaluar las propiedades de los alimentos que ingieren y para ello requieren
del tiempo de la digestion. En sintesis, los datos sugieren que no existe un
intervalo temporal absoluto que produzca el mejor condicionamiento a lo




largo del extenso rango de preparaciones conocidas. Los diferentes
paradigmas comparten la forma general de la funcién pero no los valores
absolutos (Rescorla, 1988).

Algunas complicaciones interpretativas surgen cuando se trata de
entender una prolongada ventana temporal de disponibilidad asociativa
desde una aproximacién mas mecanistica, tomando como marco teérico el
modelo de aprendizaje asociativo formulado por Hebb (1949) o la idea de las
moléculas detectoras de coincidencia por Kandel y Schwartz (1982). Estos
modelos que pretenden explicar los mecanismos que subyacen a la
plasticidad neuronal, se basan en la modulacion de la fuerza de transmision
de las sinapsis existentes. Esta posibilidad es generalmente asociada con la
idea hebbiana de que si dos células o sistemas de células se encuentran
repetidamente activos en el mismo momento, tenderan a ser asociados, de
manera tal que la actividad en uno facilita la actividad en el otro. Segun esta
teoria, las conexiones celulares funcionan brevemente como sistemas
cerrados en virtud de las relaciones temporales entre ellas. Es evidente que
el requisito de una contiglidad estrecha aparece desatendido en los
ejemplos de condicionamiento retardado. Cabe advertir sin embargo, que la
simultaneidad EC-EI (es decir, el ejemplo extremo de contigliidad estrecha)
tampoco se compadece con los requisitos mas aceptados para un
condicionamiento clasico.

En el caso del condicionamiento alimentario en Chasmagnathus se ha
demostrado que la ventana EC-El puede extenderse hasta aproximadamente
una hora (Hermitte, 1995). El condicionamiento a la caja de actividad se da
tipicamente cuando los cangrejos son alimentados repetidamente durante el
entrenamiento, dentro del contexto experimental; sin embargo, es posible
encontrar ese condicionamiento cuando la comida es entregada hasta casi
una hora después de finalizado el entrenamiento pero en otro contexto. Por
el contrario, cuando se dejan pasar 4 horas entre la exposicion a la caja (EC)
y la comida (El), no se observa un proceso de condicionamiento, sino de




habituacién. Es asi como la caja que se explora tiene la posibilidad de
cargarse con un significado positivo hasta una hora después. A pesar que el
estimulo incondicionado (la comida) es presentado en un contexto diferente,
la caja de actividad retiene la posibilidad por ese lapso de ser habilitada
como estimulo condicionado. Por lo tanto, el condicionamiento alimentario en
Chasmagnathus, puede ser otro caso mas de condicionamiento retardado
aunque con la peculiaridad de tratarse de un condicionamiento alimentario
en lugar de aversivo.

1.2.2 Relacion entre habituacion exploratoria y condicionamiento
alimentario.

Con frecuencia se da la coexistencia de mas de un tipo de aprendizaje,
ya que la situacién de entrenamiento por si sola involucra un conjunto de
elementos de distinta naturaleza que influyen y modifican la motivacién y
predisposicion para responder (lzquierdo y Cavalheiro, 1976). El
comportamiento de exploracion le permite al animal obtener informacion del
entorno y establecer nuevas contingencias a la vez que adquiere la
habituaciéon al contexto. Experimentos realizados en ratas por lzquierdo
(1979), lzquierdo y col. (1984), lzquierdo y Netto (1985) y mas tarde por
Netto y col. (1986) demostraron la independencia entre los dos aprendizajes,
a pesar de su simultaneidad durante la adquisicién. Se demostré que la
administracion post-entrenamiento de B-endorfina, leu-encefalina o de un
choque electroconvulsivo, perjudican la retencion de la habituacion
(aumentan la actividad exploratoria) pero no afectan la retenciéon del
aprendizaje asociativo (menor latencia para llegar el bebedero cuando estan
sedientas), pudiendo interferir asi con la formacién de uno u otro tipo de
aprendizaje separadamente.

Podrian distinguirse tres situaciones en el paradigma de
condicionamiento alimentario en el cangrejo: a) Cuando no se ofrece comida




en el contexto experimental (caja de actividad), ya sea durante el
entrenamiento o en cualquier otra fase posterior, la actividad exploratoria y
locomotora tiende a disminuir, y el decremento también se observa durante
la sesién de evaluacion (habituacién). b) Cuando el cangrejo encuentra
comida en la caja durante los sucesivos ensayos de la sesién de
entrenamiento, la actividad locomotora hacia el sitio donde encontré el
refuerzo, tiende a aumentar. Este incremento también se manifiesta en la
sesion de evaluacién (condicionamiento alimentario). ¢) Cuando no se
ofrece comida en el contexto experimental (caja de actividad) pero el
refuerzo es entregado hasta una hora después en un contexto diferente, se
observa un decremento de la actividad exploratoria durante la sesién de
entrenamiento, pero un aumento durante la sesién de evaluacion
(condicionamiento alimentario retardado).

Puede ser entonces que en el caso de Chasmagnathus también se dé
una coexistencia de dos procesos de aprendizaje que tienen en comun un
mismo contexto, aunque a diferencia de los ejemplos dados mas arriba,
(Izquierdo, 1979), se dispone aqui de una sola y misma variable (actividad
exploratoria) para estimar tanto el grado de habituacibn como el
condicionamiento, lo que complica la discriminacién entre ambos procesos
mnésicos si efectivamente los dos pudiesen darse al mismo tiempo.

Veamos las tres situaciones mencionadas anteriormente. En la situacion
a) se trata unicamente del proceso de habituacién, es decir, el posible
significado positivo del contexto se va diluyendo a lo largo de los sucesivos
ensayos. En la situacién b) la comida le otorga un significado positivo al
contexto, pero puede ser que el condicionamiento asi obtenido ocurra tanto a
costa de la habituaciéon como simultdneamente con ella. En efecto, el
cangrejo asocia la caja con comida (condicionamiento), pero como la caja
incluye otro conjunto de claves que durante el entrenamiento pueden no
tener significado positivo, la habituacién podria coexistir con el
condicionamiento. Respecto a la situacién c) ocurre sélo un proceso de




habituacion durante el entrenamiento, seguido de un condicionamiento que
se hace efectivo fuera de la caja. La representacion del contexto seria
codificada en posicion “hold-on” (retenida) durante casi una hora y luego,
cuando el animal recibe la comida, deviene estimulo condicionado. Cabe
aqui, como en la situaciéon b) dos interpretaciones: o el condicionamiento
retardado anula la habituacién previa o ambos procesos persisten
simultaneamente.

1.3 Parametros de la evaluacion

El tipo de condicionamiento alimentario que se estudia en la presente
Tesis, implica un cambio en el comportamiento exploratorio y locomotor del
animal debido a una experiencia previa. De ahi entonces que un aspecto
metodolégico muy relevante sea la variable que se elija para estimar el nivel
de actividad exploratoria del animal. La bibliografia proporciona una gran
variedad de ejemplos donde utilizan diversas mediciones para estimar las
actividades locomotora y exploratoria. Una posibilidad es medir el tiempo que
el animal emplea en cubrir la distancia entre dos puntos, tal como lo
menciona Warman y col. (1991) en su trabajo con Carcinus mediterraneus,
un cangrejo mediterraneo que modifica su actividad locomotora con relacion
a los cambios de salinidad. Otra posibilidad es utilizar el numero de
cruzamientos a los hilos imaginarios de un cuadriculado colocado sobre un
contenedor de plastico por unidad de tiempo. Tal es el caso de las
mediciones realizadas en Chasmagnathus granulatus para determinar el
tiempo que el animal transcurre en emersién o en inmersion (Schmitt y
Santos, 1993). Otro parametro que podria utilizarse es la latencia en salir de
un compartimento para entrar en otro, medicién que utilizan Reuter y Chung
(1988), cuando entrenan ratones para elegir entre dos compartimentos
donde se presenta un refuerzo positivo o negativo dependiendo del disefio
experimental. En los trabajos anteriores con Chasmagnathus (Dimant y

7




Maldonado, 1992; Hermitte, 1995), se midi6 el tiempo transcurrido desde que
el animal abandonaba la caja de partida hasta que llegaba a una zona
ubicada en el extremo opuesto de la caja, lo que ha sido denominado
latencia de llegada. Como se explica en el Capitulo 2 de ésta Tesis, es
posible que a partir de la medicion de este Unico parametro se pierda
informacion en el analisis, por lo que seria conveniente evaluar el uso de
otras variables que probablemente describan mejor los fenémenos a los que
se hizo referencia, tal como la ventana temporal de disponibilidad asociativa.



1.4 OBJETIVOS

El propésito general de la presente Tesis es continuar y ampliar el
estudio de la habituacion exploratoria y el condicionamiento alimentario en el
cangrejo Chasmagnathus granulatus, centrandose en los siguientes
objetivos:

1. Analizar la habituacion exploratoria y el condicionamiento
alimentario a través de otros parametros de evaluacion.

Se propone reproducir experimentos de estudios previos sobre
habituacién exploratoria y condicionamiento alimentario, usando un nuevo
dispositivo experimental que cuenta con nuevos parametros que permitirian
la evaluacién de cambios en el comportamiento exploratorio y locomotor.

2. Analizar el curso temporal de la habituacion exploratoria y el
condicionamiento alimentario durante un entrenamiento
prolongado.

Mediante un entrenamiento intensivo de 3 dias, se pretende estudiar el
curso temporal de ambos aprendizajes, asi como lograr mas precision
acerca de los limites de la ventana de disponibilidad asociativa en el
condicionamiento alimentario.

3. Comenzar el estudio mecanistico de Ila habituacion
exploratoria y del condicionamiento alimentario mediante el
uso de agentes potencialmente amnésicos.

Se sabe que la hipotermia actia como agente amnésico en diversos
tipos de memoria, ya sea durante la adquisicién o la consolidacion (p.e. Tully
y col., 1994; Xia y col., 1998; Botzer y col., 1999). En el presente trabajo se




explora el posible efecto de este agente en Chasmagnathus, con el propésito
de utilizarlo como herramienta efectiva para discriminar los dos procesos
mnésicos, asi como determinar en cada uno de ellos, las distintas etapas
mneésicas de adquisicion y consolidacion.



Capitulo 2

METODOS

2.1 Animales

Chasmagnathus granulatus es un cangrejo eurihalino semiterrestre de la
familia Grapsidae. Habita en la zona costera desde el sur de Brasil, Uruguay
y Argentina y ocupa los bancos de limo mesolitoral y supratropical de la zona
de transicion de agua dulce y marina.

FOTOGRAFIA 1: Muestra un cangrejo macho de la especie Chasmagnathus granulatus.

Estos animales viven en un sustrato barroso donde construyen sus
cuevas. Se los encuentra formando comunidades muy numerosas con una
densidad que alcanza los 120 animales por m?. Las cuevas son ocupadas
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tanto en forma individual como grupal y se encuentran dispuestas muy
préximas entre si.

Esta especie ocupa un ambiente ecolégico dominado por espartinas del
género Spartina alterniflora o Spartina densiflora ambas de largas hojas
erguidas que van de los 0.3 a los 2 m de alto con una densidad de puede
superar los 8000 g/ m2.

2.2 Capturay almacenamiento

Los animales utilizados para el presente trabajo, fueron cangrejos
machos de |la especie Chasmagnathus granulatus de 2.7-3.1 cm de ancho
del caparazon.

Los mismos fueron capturados en las rias de la zona de San Clemente
del Tuyu en la provincia de Buenos Aires y transportados al laboratorio en un
equipo especialmente disefiado para tal fin. Una vez en el laboratorio, son
mantenidos en cubas de plastico (35 x 48 x 27 cm) con 2 cm de agua salada
al 12%o, en numero de alrededor de 20 animales por caja. Las recolecciones
se realizan en forma periédica cada 15-20 dias. El agua utilizada para los
experimentos y para el mantenimiento de los animales es preparada con sal
hW-Marinex (Winex-Germany) cuya salinidad puede variar entre 12%o - 14%o
y el pH entre 7.4-7.6.

Los animales son mantenidos en una habitaciéon (cangrejario) con un
ciclo de luz/oscuridad de 12 hs (8:00-20:00 hs) y alimentados con pellets de
alimento para conejo (Nutrientes SA, Argentina) 48 hs antes del comienzo de
cada entrenamiento. Luego de la alimentacién se limpia y renueva el agua de
la cuba. La temperatura tanto del cangrejario como de la habitacién
destinada a la experimentacién, se mantiene dentro de un rango de 19°-
23°C. Los experimentos se realizan entre el 2° y el 6° dia después de la
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llegada de los animales al laboratorio, entre las 8:00 y las 16:00 horas. Cada
animal es utilizado en un solo experimento.

Los experimentos tienen lugar durante todo el afio con una menor
actividad en los meses de invierno. Antes de comenzar un experimento los
animales son sometidos a un test de seleccion: cada cangrejo es dado vuelta
apoyandolo sobre su regiéon dorsal y sélo si el sujeto se incorpora
rapidamente recuperando su postura original es utilizado en el experimento.
El fundamento para esta seleccion es que los sujetos con reaccion lenta
suelen morir pocos dias después.

2.3 Dispositivo experimental

La unidad experimental utilizada en este trabajo recibe el nombre de
caja de actividad (Figura 1). Cada unidad experimental consiste en una caja
de plastico de 15 x 52,5 x 25 cm, donde una puerta guillotina (P) accionada
por un motor eléctrico (M) separa a la caja en dos compartimentos: uno
oscuro (CO) de 12,5 cm de largo y otro claro (CC) de 40 cm de largo. El
compartimento oscuro (CO), se encuentra tapado por un techo rebatible
(TR), y sus paredes internas estan pintadas de negro. Por el contrario las
paredes del compartimento claro (CC) estan pintadas de blanco y es
iluminado con una luz tenue mediante una lampara (L). El piso de la caja es
removible para facilitar su limpieza. Una capa de agua de 0.5 cm cubre el
piso de ambos compartimentos. Dos sistemas emisor-receptor de infrarrojo,
montados sobre un dispositivo como arcada son colocados en posicién 1y 2.
La arcada 1 esta ubicada junto a la puerta guillotina (extremo proximal),
pudiendo detectarse asi la salida del cangrejo desde el compartimento
oscuro al claro. La otra arcada se ubica al final de la caja (extremo distal)
pudiendo detectarse asi la llegada del cangrejo al lugar del refuerzo. El
mismo se coloca eventualmente sobre una plataforma cuadrada de 1 cm de
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lado elevado levemente del piso (PL) ubicada en el extremo distal. Ambos
sistemas infrarrojos estan conectados a una computadora para registrar los
momentos de paso del animal. Se trabaja con 20 cajas accionadas
simultaneamente e instaladas en un cuarto experimental aislado.

Dispositivo experimental: Caja de Actividad

FIGURA 1: Cada unidad experimental consiste de una puerta guillotina (P), la cual es accionada por
un motor eléctrico (M) que separa a la caja en dos compartimentos, uno oscuro (CO) y otro
compartimento claro (CC). El compartimento oscuro se encuentra tapado por un techo rebatible (TR).
Dos sistemas emisor-receptor son colocados en el extremo proximal (Posicién 1) y en el extremo
distal (Posicion 2). La comida se coloca eventualmente sobre la plataforma (PL). Durante la
experimentacion la iluminacion es tenue (ldmpara (L)).



2.4 Procedimiento experimental de entrenamiento y evaluacién

2.4.1 Protocolo utilizado para el condicionamiento alimentario.

Los animales se colocan individualmente en el compartimento oscuro
(CO) de la caja de actividad con la puerta baja. Sobre la plataforma (PL) en
el extremo distal, se ubica el pellet de alimento para conejo (1 pellet equivale
a 3 mg). Luego de 10 minutos de adaptacién se da comienzo al primer
ensayo y se levanta la puerta guillotina (P) permitiendo de esta forma que el
animal pueda desplazarse desde el compartimento oscuro (CO) al claro
(CC). Si el animal pasa al CC dentro de los 10 minutos, se registra el tiempo
que transcurre entre el momento en que se levanta la puerta y aquél en el
que el animal interrumpe el haz en posicion 1 (latencia de salida). Por el
contrario, si el cangrejo permanece sin salir (en CO) durante los 10 minutos,
la puerta guillotina se cierra automaticamente y la latencia se computa como
igual a 600 segundos. Cuando el animal ha salido antes de los 10 minutos la
puerta permanece abierta por 5 minutos mas. Este tiempo es el que dispone
el animal para recorrer la caja y obtener el refuerzo. Cuando el cangrejo
interrumpe el haz en posicién 2, se registra el tiempo transcurrido (latencia
de llegada). El programa de la computadora permite calcular la diferencia
entre ambas latencias, o sea el tiempo que el animal emplea en cubrir la
distancia (recorrido). Por el contrario, si el animal no interrumpe el haz 2
durante los dltimos 5 minutos, el recorrido se computa como igual a 600
segundos.

Una vez concluido el tiempo dispuesto para recorrer, explorar la caja y
obtener el refuerzo, se induce a los animales a regresar al CO y se baja
manualmente la puerta. Cuando todos los cangrejos han regresado al CO y
todas las puertas han sido cerradas se da por finalizado el primer ensayo.
Pasados 5 minutos de intervalo, se da comienzo a un nuevo ensayo. Cada
sesion de entrenamiento comprende 5 ensayos, al final de los cuales los
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animales son alojados en forma individual en recipientes circulares con 1 cm
de agua y mantenidos alli 24 horas, hasta la sesién de evaluacién, o bien,
hasta el dia siguiente de entrenamiento (si se trata de un experimento con
entrenamiento prolongado). Aquellos animales que obtienen valores de
latencia de salida igual a 600 segundos en tres ensayos o mas durante la
primera sesion de entrenamiento, son eliminados del experimento por
considerarse que no han tenido contacto suficiente con el contexto
experimental.

La sesion de evaluacion se efectla siguiendo el mismo procedimiento
que durante el entrenamiento con la unica diferencia que no se coloca
alimento en la caja.

2.4.2 Protocolo utilizado para la habituacion de la exploracion.

El protocolo de entrenamiento y evaluacién se realiza de la misma
manera que para el condicionamiento, con la diferencia que estos animales
no son alimentados en la caja de actividad durante el entrenamiento.

2.4.3 Protocolo utilizado para el refuerzo diferido.

En varios experimentos de esta Tesis, el refuerzo no es ofrecido durante
el entrenamiento y en la caja exploratoria, sino después del entrenamiento y
en los que llamaremos recipientes de refuerzo diferido. Estos recipientes
consisten en cilindros plasticos circulares (20 x 15 cm) donde se colocan 5
pellets de alimento, que representa la misma cantidad de comida que reciben
los animales que son entrenados en la caja de actividad durante el
condicionamiento alimentario. El tiempo que disponen para la alimentacion
es de 30 minutos. Una vez finalizado el mismo, son trasladados a otros
recipientes donde pasaran 24 horas hasta el momento de la evaluacion, o
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bien hasta el siguiente dia de entrenamiento si el experimento consiste de
tres dias de entrenamiento.

La sesion de evaluacion se efectua siguiendo el mismo procedimiento
que durante el entrenamiento con la Unica diferencia que los animales no son
alimentados.

El dispositivo experimental utilizado en los experimentos anteriores a
esta Tesis (Figura 2 a), contenia un solo sistema emisor-receptor colocado
en la posicion 2, evaluandose el comportamiento exploratorio y locomotor a
partir de la medicién de una sola variable. En estas condiciones la motivacion
para llegar a la meta podia confundirse con el primer impulso realizado por el
animal para salir del compartimento oscuro. Con el propésito de posibilitar
una mejor discriminacién del comportamiento, el dispositivo experimental fue
modificado (Figura 2 b). ElI compartimento claro se extendié
aproximadamente 3 veces el largo del dispositivo utilizado previamente y se
utilizé un doble sistema emisor-receptor. De esta forma es posible registrar
un mayor numero de variables que presumiblemente estén expresando
distintas motivaciones: la latencia de salida (latencia) podria estar
estimando la motivacion a salir del cangrejo (p.e. cuanta menor latencia,
mayor motivacion a salir); mientras que, el recorrido seria una estimacién de
la motivacion exploratoria y/o del aumento de algun comportamiento
dirigido a la meta (goal tracking behavior).



Esquema de las modificaciones a la Caja de Actividad

CO CC  Posicion2

7

.

_

FIGURA 2: Se comparan las modificaciones que se realizaron a las cajas de actividad.

a) En el panel superior se representa la caja de actividad utilizada en los trabajos previos. La
misma presenta un solo sistema emisor- receptor ubicado en ¢l extremo distal (posicion 2).
El tamaiio de la caja es 15 x 25 x 25 cm, siendo el compartimento claro de 12.5 cm. de
largo.

b) En el panel inferior se muestra la caja utilizada en el presente trabajo. Se presentan los dos
sistemas emisor-receptor, uno ubicado en el extremo proximal (posicion 1) y el otro en el
extremo distal (posicion 2). El tamaiio de la caja es de 15 x 52.5 x 25 cm., siendo el largo
del compartimento claro de 40 cm.

En ambas cajas el alimento es colocado, eventualmente, sobre una plataforma (PL) ubicada en

el extremo distal. El compartimento oscuro (CO) se representa con rayas.

osicion1 CC Posicion 2

b)

2.5 Analisis de datos

El aprendizaje fue ponderado a través del analisis de los datos de la
sesion de evaluacion de dos grupos que difieren entre si por el tratamiento
administrado a uno de ellos, durante el entrenamiento. En todos los
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experimentos realizados se utilizé un test de Student a dos colas (Rosenthal
y Rosnow, 1985) para evaluar las diferencias entre dos medias. Los datos
utilizados para el analisis fueron los bloques de ensayos de 2 al 5 tanto del
entrenamiento como de la evaluacioén.

En el caso de los experimentos de entrenamiento prolongado, las
modificaciones de la actividad exploratoria fueron unicamente analizadas en
aquellos animales que habian recibido un protocolo con refuerzo diferido y
que por lo tanto dentro de la caja de actividad solo recibieron un
entrenamiento de habituacién. Debido a que estos grupos reciben el mismo
tratamiento dentro de la caja de actividad durante los tres dias de
entrenamiento y en la evaluacion, es posible comparar su evolucion a lo
largo de los dias. Para ello se comparoé el primer dia de entrenamiento contra
su performance en el dia de evaluaciéon para cada grupo Diferido. Estas
comparaciones también se realizaron con un test de Student a dos colas.

2.6 Definiciones

Definicion de términos que estan relacionados con el dispositivo
experimental.

e Latencia de salida:

Tiempo que tarda el animal en cruzar el haz proximal (posicién 1) desde
el momento en que se levanta la puerta guillotina.

e Latencia de llegada:

Tiempo que tarda el animal en cruzar el haz distal (posicién 2) desde el
momento en que se levanta la puerta guillotina.



e Tiempo de recorrido:

El tiempo que tarda en realizar el trayecto desde el haz proximal
(posicidn 1) hasta cruzar el haz distal (posicion 2).

e Motivacion a salir;

Este término expresa la tendencia a salir desde el compartimento oscuro
(CO) una vez que la puerta guillotina fue levantada.

e Motivacién exploratoria:

Este término expresa la tendencia a recorrer el compartimento claro
(CC).



Capitulo 3

ANALISIS DE LA HABITUACION Y EL CONDICIONAMIENTO
ALIMENTARIO A TRAVES DE DOS PARAMETROS DE
EVALUACION

3.1 Introduccion

El hecho experimental basico de los estudios previos sobre
condicionamiento alimentario y habituaciéon exploratoria en Chasmagnathus
(Dimant, 1991; Dimant y Maldonado, 1992; Hermitte, 1995), puede resumirse
en los siguientes términos. Si a un grupo de cangrejos (grupo Sin Alimentar)
se le permite explorar cinco veces el CC de la caja de actividad (Figura 2 a)
sin recibir comida, mientras que a otro grupo (grupo Simultaneo) se le
ofrece comida durante cada una de las cinco veces que explora; luego,
durante una evaluacién a 24 horas, el segundo presenta valores de latencia
de llegada menores que el primero. Se demostr6 que en el grupo Sin
Alimentar ha habido una habituacion exploratoria, puesto que su latencia
de llegada en la evaluacién era mayor que la de un grupo que nunca habia
estado en la caja. Por otro lado, se demostré que la menor latencia de
llegada del Simultaneo respecto al Sin Alimentar durante la evaluacién, no
se debia a un efecto metabdlico activador de la comida (Cervino y col., 1995)
sino a un efecto mnésico (Hermitte, 1995). En efecto, cuando se repiti6 el
disefio experimental, pero usando en lugar del Sin Alimentar, un grupo que
recibia comida cuatro horas después del entrenamiento y en un recipiente
diferente (grupo Diferido 4), los resultados de la evaluacién concordaron con
el hecho experimental basico, es decir, las latencias de llegada del Diferido
4 eran estadisticamente mayores que las del Simultaneo. Por el contrario
cuando un grupo fue alimentado inmediatamente después de finalizado el
entrenamiento en la caja de actividad (Diferido 0) pero en un contexto
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diferente y se compard su performance en la evaluacién con un grupo
Simultaneo y con un grupo Diferido 4, los dos primeros presentaron valores
de latencia de llegada estadisticamente diferentes respecto al Diferido 4 y
practicamente iguales entre si. Cabe destacar que fue descartada la
posibilidad de que la mayor actividad locomotora sea debida a una
coincidencia circadiana entre el momento de la evaluacién y el momento de
la ingesta (Hermitte, 1995).

Los experimentos del presente Capitulo se llevaron a cabo con el
proposito de validar con el nuevo dispositivo (Figura 2 b): 1°) El hecho
experimental basico, analizando las nuevas variables de registro (latencia y
recorrido), 24 horas después de una sola sesion de entrenamiento. 2°) La
extension de la ventana de disponibilidad asociativa entregando la comida en
un contexto diferente al de la caja de actividad, 4 horas o inmediatamente
después del entrenamiento en la misma.

3.2 Procedimiento experimental

Se realizan tres experimentos donde se comparan dos grupos (cada
grupo N = 40). En los tres casos, uno de los grupos es el que recibe alimento
dentro de la caja de actividad en cada ensayo durante la sesiéon de
entrenamiento (grupo Simultaneo). En el Experimento 1 el segundo grupo
del par es el grupo Sin Alimentar que no recibe alimento en ningun
momento de la sesidon de entrenamiento; en el Experimento 2 es el grupo
Diferido 4, al que se le presenta la comida (durante 30 minutos) en los
recipientes de refuerzo diferido, cuatro horas después de finalizada la sesién
de entrenamiento en la caja de actividad; y en el Experimento 3 es el grupo
Diferido 0, al que se le presenta la comida (durante 30 minutos) en los
recipientes de refuerzo diferido, inmediatamente después del entrenamiento
en la caja de actividad.
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3.3 Resultados

3.3.1 Experimento 1:

En la Figura 3 se observan las curvas de entrenamiento y evaluacion. El
analisis de la latencia y el recorrido muestra que en el dia del entrenamiento
el grupo que no recibe alimento (Sin Alimentar) evidencia un paulatino
decremento en la actividad exploratoria que se refleja como un aumento en
los valores de latencia y de recorrido relativos a aquél del primer ensayo.'
Por otro lado, el grupo que recibe alimento dentro de la caja (Simultaneo)
mantiene valores de latencia y recorrido semejantes al valor inicial. Estos
resultados son similares a los valores de latencia de llegada obtenidos con el
disefio experimental basico, aunque usando la anterior caja de actividad,
pudiendo asi tomarse como modelos representativos de curvas de
entrenamiento sin comida y con comida. En algunas pocas excepciones
puede encontrarse que el grupo que se habitua presenta un valor inicial
menor, aunque no significativo, con respecto al grupo que se va a
condicionar. Sin embargo, el hecho general es que, ya durante el
entrenamiento el grupo Simultaneo muestre mayor motivaciéon a saliry a
explorar, comparado con el grupo Sin Alimentar, lo que no debe ser
interpretado necesariamente como una manifestacion inicial de aprendizajes
distintos. Es posible que la mayor motivacién del Simultaneo respecto al Sin
Alimentar en el ensayo n+1, sea consecuencia del cambio metabdlico
producido por ingesta de comida en el ensayo n. Ademas, es necesario
recordar que el cangrejo suele arrastrar comida durante su regreso al
compartimento oscuro (CO), de manera que la mayor motivacién del

' En las Figuras correspondientes de esta Tesis se indica con una flecha a la

derecha de los graficos, que los cambios en valores de latencia y recorrido estan siempre
acompanados por un cambio en la motivacién de salida o exploratoria de sentido inverso.
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Simultaneo puede estar provocada por los restos de alimento esparcidos a
lo largo de la caja.

Las curvas obtenidas en la sesiéon de evaluacion indican que el grupo
Simultaneo, a pesar de no encontrar alimento en la caja de actividad,
muestra valores de latencia y recorrido menores (mayor motivacion de salida
y exploratoria) que los del grupo Sin Alimentar. Para comparar a los grupos
se utiliza el bloque de los ensayos 2 al 5 de la evaluacién, teniendo en
cuenta que muy frecuentemente no se dan diferencias en el ensayo 1, lo que
ha conducido a sugerir que este ensayo de la evaluacién actuaria como
recordatorio (Dimant, 1991; Dimant y Maldonado, 1992; Tomsicy col., 1993).
El analisis estadistico sobre los datos de estos bloques de evaluacién (panel
derecho, Fig. 3), revel6 diferencias significativas entre ambos grupos tanto
para la latencia (t(1,78)= 2.73; p< 0.05) como para el recorrido (t(1,78)= 2.47,
p<0.05), confirmando el resultado experimental basico (Dimant, 1991;
Hermitte, 1995).



Analisis del RECORRIDO

Entrenamiento

Tiempo (seg)

W Grupo Sin Aliment:
® Grupo Simultaneo

i

Evaluacion

1 2 3 4

Numero de Ensayos

Analisis de la LATENCIA

Entrenamiento
2 Wl 11
A TE

‘ ' -

Evaluacion

de los ensayos 2-5

Tiempo acumulado (seg)

1 2 3

4

5 1 2

Numero de Ensayos

Tiempo acumulado (seg)
de los ensayos 2-5

m)w

8

Menor
MOTIVACION

EXPLORATORIA
Mayor

Menor
MOTIVACION

A SALIR
Mayor

FIGURA 3: Comparacion entre un grupo alimentado dentro del dispositivo experimental
durante el entrenamiento (Simultaneo) y un grupo que no recibi6 alimento (Sin alimentar).

El histograma representa el bloque de ensayos 2 al 5 de la evaluacion.
(*) Diferencias estadisticamente significativas en la evaluacion.

3.3.2 Experimento 2:

Los resultados de la comparacion entre el grupo Diferido 4 y el grupo
Simultaneo (durante la evaluacion) se muestran en la Figura 4. Las curvas
de entrenamiento (datos no mostrados) son similares a aquellas obtenidas
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para el Experimento 1 (Sin Alimentar vs. Simultaneo). Respecto a la
evaluacion, los resultados son también similares con relacion al recorrido,
pero no asi para la latencia. En efecto, el analisis estadistico de los datos
correspondientes al bloque de ensayos 2 al 5 indica una diferencia
intergrupos significativa para el recorrido (t(1,78)= 2.18, p<0.05), pero la
diferencia para las latencias no alcanza el nivel de significancia.

Tiempo acumulado (seg)

Tiempo acumulado (seg)

de los ensayos 2-5

de los ensayos 2-5

Analisis del RECORRIDO

1000 4

750 4

B Grupo Simultaneo
B Grupo Diferido 4

Menor
MOTIVACION

EXPLORATORIA
Mayor

Analisisde la LATENCIA

800

600 -

Menor
MOTIVACION

A SALIR
Mayor

FIGURA 4: Comparacion entre un grupo alimentado dentro de la caja durante el
entrenamiento (Simultianeo) v un grupo que recibio comida en los recipientes de refuerzo
diferido. cuatro horas después de finalizada la sesion de entrenamiento en la caja de actividad
(Diferido 4).
Se grafico en histograma el bloque de ensayos 2 al 5 de la evaluacion.
(*) Diferencias estadisticamente significativas en la evaluacion.
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3.3.3 Experimento 3:

En la Figura 5 se observan los resultados obtenidos para Simultaneo
vs. Diferido 0. Las curvas para el entrenamiento son similares a los
anteriores experimentos (datos no mostrados), pero durante la evaluacion,
los valores para latencia y recorrido de los dos grupos son practicamente
iguales.

Analisisdel RECORRIDO

1000 ~

I Grupo Simultaneo
I Grupo Diferido O

750 4

Tiempo acumulado (seg)
de los ensayos 2-5

500 Menor
MOTIVACION
280 EXPLORATORIA
Mayor
0~
Analisisde la LATENCIA
;;) 800 -
)
w
~ W 1
8 ™ o0
< )
a8 2
£ = Menor
= 2 400 )
: ) MOTIVACION
1

° w
B A sl A SALIR
£ o
9 e Mayor
= 0

FIGURA 5: Comparacion entre un grupo alimentado dentro de la caja durante el
entrenamiento (Simultaneo) y un grupo que recibié comida en los recipientes de refuerzo
diferido, inmediatamente después de finalizada la sesion de entrenamiento en la caja de
actividad (Diferido 0).

Se grafica en forma de histograma el bloque de ensayos 2 al 5 de la evaluacion.
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3.4 Discusion

Los resultados de este Capitulo conducen a las siguientes conclusiones:

a.- Se confirma el resultado experimental basico, usando el nuevo
dispositivo. En la evaluacion a 24 horas, tanto el recorrido (motivacion
exploratoria) como la latencia (motivacién a salir) son menores para un grupo
que se ha habituado (Sin Alimentar) que para uno que ha sido entrenado en
un condicionamiento alimentario (Simultaneo).

b.- La motivacion exploratoria del grupo Diferido 4 durante la evaluacion
es menor que la del Simultaneo segun el parametro de recorrido. Este
resultado confirma el obtenido previamente midiendo |a latencia de llegada
en el anterior dispositivo experimental (Dimant y Maldonado, 1992; Hermitte,
1995); y descarta la posibilidad de que la diferencia hallada entre Sin
Alimentar y Simultaneo en el Experimento 1 se deba a un efecto
metabdlico. Sin embargo, la diferencia no alcanza a ser significativa para el
parametro latencia de salida. Una posible explicacion para esta
incongruencia es que la motivacion a salir (expresada por la variable
latencia) es menos susceptible que la motivacion exploratoria (expresada por
la variable del recorrido) a una disminucién por el entrenamiento de
habituacién. En el Capitulo 4 volveremos sobre este tema.

c.- La similitud entre Diferido 0 y Simultaneo durante la evaluacion,
respecto a ambos parametros, ratifica los resultados previos: la contingencia
experimental entre el contexto y el alimento durante el entrenamiento
produce un condicionamiento alimentario, aunque la comida sea ofrecida en
otro contexto e inmediatamente después del entrenamiento.



Capitulo 4

CURSO DE LOS PROCESOS DE HABITUACION Y
CONDICIONAMIENTO  ALIMENTARIO DURANTE UN
ENTRENAMIENTO LARGO.

4.1 Introduccion

Se pretende estudiar los procesos de habituacion exploratoria y
condicionamiento alimentario, a lo largo de tres dias de entrenamiento. Para
ello se estiman los valores de las variables de medicién (recorrido y latencia)
durante cada sesién de entrenamiento y la de evaluaciéon. Se intenta
asimismo determinar el intervalo maximo que permite sostener la asociacion
entre el contexto de la caja experimental y el refuerzo.

4.2 Procedimiento experimental

Se entrenaron 40 animales por cada grupo, durante tres dias
consecutivos, con una sesion de evaluacién al cuarto dia. Cada experimento
incluye un grupo Simultaneo (disefio idéntico al del Capitulo 3) que recibe el
alimento dentro de la caja de actividad durante el entrenamiento; y un grupo
que recibe el alimento fuera de la caja experimental, ya sea, cuatro horas
después del entrenamiento en la caja de actividad (Diferido 4) (Experimento
1), inmediatamente después (Diferido 0) (Experimento 2), después de una
hora (Diferido 1) (Experimento 3), o después de dos horas y media (Diferido
2) (Experimento 4). A los grupos diferidos se le presenta la comida durante
30 minutos en los recipientes de refuerzo diferido.



4.3 Resultados

4.3.1 Experimento 1:

Los resultados de este experimento son exhibidos en la Figura 6. En la
misma se observa que durante los dias de entrenamiento, el Diferido 4
muestra una tendencia definida a aumentar los tiempos de recorrido y
latencia; mientras que los respectivos tiempos del Simultaneo se mantienen
alrededor de un mismo valor.

En la evaluacion, los valores del Simultaneo, tanto en recorrido como
en latencia, son significativamente menores que los valores correspondientes
del Diferido 4 (t(1,78) = 2.38, p<0.05, para recorrido; t(1,78) = 1.98, p<0.05,
para latencia). La diferencia entre el Dia 1 de entrenamiento y el dia de
evaluacion, para el Diferido 4, es significativa en recorrido (t (1,78) = 5.5; p<
0.005) y latencia (t(1,78) = 6.2; p< 0.005).

Es importante destacar que no es posible analizar estadisticamente la
evolucién del Simultaneo entre el Dia 1 de entrenamiento y el dia de la
evaluacion debido a que la contingencia experimental es diferente en ambas
situaciones. La ausencia de alimento en la evaluacion explicaria el aumento
observado en los tiempos de recorrido y latencia debido un fenémeno de
extincién (Fantino y Logan, 1980).
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FIGURA 6: Comparacion entre un grupo alimentado dentro de la caja durante el
entrenamiento (Simultaneo) y un grupo que recibié comida en los recipientes de refuerzo
diferido, cuatro horas después de finalizada la sesion de entrenamiento en la caja de actividad
(Diferido 4).

El histograma representa el bloque de ensayos 2 al 5 de la evaluacion.

(*) Diferencia significativa entre los grupos durante la evaluacion.

(o) Diferencia significativa entre el Dia 1 del entrenamiento y el dia de la evaluacion en el
grupo Diferido 4.
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4.3.2 Experimento 2:

El cuadro de resultados para el contraste Diferido 0 vs. Simultaneo
(Figura 7) es claramente distinto al obtenido en el Experimento 1. No hay
diferencia significativa en la evaluacion entre los grupos, ni para el recorrido
ni para la latencia, ni se percibe un tren de aumento en los valores de
Diferido 0 para ninguna de las dos variables cuando se compara el Dia 1 de
entrenamiento contra el dia de evaluacion.

La evoluciéon del Simultaneo entre el Dia 1 de entrenamiento y la
evaluacion no se analiza debido a que las condiciones del entrenamiento y la
evaluacion son distintas. El aumento que se percibe durante la evaluacion
podria explicarse por un fenémeno de extincién, como se menciond en el
Experimento 1.
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FIGURA 7: Comparacion entre un grupo alimentado dentro de la caja durante el
entrenamiento (Simultaneo) y un grupo que recibié comida en los recipientes de refuerzo
diferido, inmediatamente después de finalizada la sesion de entrenamiento en la caja de
actividad (Diferido 0).

El histograma representa ¢l bloque de ensayos 2 al 5 de la evaluacion.



4.3.3 Experimento 3:

A semejanza de lo ocurrido en el experimento anterior, no hay
diferencia significativa entre Diferido 1 y Simultaneo durante la evaluacion,
para ninguna de las dos variables (Figura 8). Sin embargo, a diferencia del
Diferido 0, el grupo Diferido 1 exhibe un incremento significativo en
recorrido [t(1,78)= 2.61, p<0.01] y en latencia [t(1,78)= 2.02, p< 0.05] cuando
se compara el Dia 1 de entrenamiento con el dia de evaluacién.

Los cambios entre el Dia 1 de entrenamiento y la evaluacion en el
Simultaneo no se analizan por el motivo anteriormente expuesto.
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FIGURA 8: Comparacion entre un grupo alimentado dentro de la caja durante el
entrenamiento (Simultaneo) v un grupo que recibié comida en los recipientes de refuerzo
diferido, una hora despu¢s de finalizada la sesion de entrenamiento en la caja de actividad
(Diferido 1).

El histograma representa el bloque de ensayos 2 al 5 de la evaluacion.

(0) Diferencia estadistica entre el Dia | de entrenamiento y el dia de la evaluacion para el
grupo Diferido 1.

4.3.4 Experimento 4.

El cuadro que presenta los resultados del Experimento 4 (Figura 9) es
muy semejante al del Experimento 3. No hay diferencias significativas entre
grupos durante la evaluacion. El Diferido 2, muestra una tendencia al
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aumento, si se comparan los valores de ambas variables del dia de
evaluacion con las del Dia 1 de entrenamiento [recorrido, t(1,78)= 2.49;
p<0.025; latencia t(1,78)= 2.21; p<0.05)]. Esta comparaciéon no es valida en
el caso del Simultaneo.
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FIGURA 9: Comparacion entre un grupo alimentado dentro de la caja durante el
entrenamiento (Simultaneo) y un grupo que recibié comida en los recipientes de refuerzo
diferido, dos horas y media después de finalizada la sesion de entrenamiento en la caja de
actividad (Diferido 2).

El histograma representa el bloque de ensayos 2 al 5 de la evaluacion.

(0) Diferencia estadistica entre el Dia 1 de entrenamiento y el dia de la evaluacion para el
grupo Difenido 2.
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4.4 Discusion

De estos resultados puede concluirse lo siguiente:

a.- La diferencia entre Simultaneo y Diferido 4 se hace mas notable a
medida que se prolonga el entrenamiento, sugiriendo que un mayor
entrenamiento permite aumentar el peso relativo de la habituacién. En
efecto, después de un dia de entrenamiento, la diferencia se expresa sélo en
tiempo de recorrido (Figura 4, Capitulo 3), mientras que, después de tres
dias se expresa en ambas variables (Figura 6), lo cual se atribuye a una
reduccion en la motivacién exploratoria y a salir.

b.- La conclusién anterior sugiere que la disminucién de la motivaciéon a
salir (expresada por un aumento de la latencia) requiere mas entrenamiento
que la necesaria para una disminuciéon equivalente en la motivacion
exploratoria (expresada por un aumento en la variable recorrido). Esta
diferencia en las variables analizadas podria demostrar tendencias
comportamentales distintas relacionadas con las condiciones naturales en
las que vive Chasmagnathus. La salida de un compartimento oscuro a uno
claro podria semejarse a la salida de una cueva. Este comportamiento
reflejaria una tendencia o impulso a salir para luego explorar un ambiente
que es potencialmente novedoso. Dicha tendencia podria ser dificil de
habituar ya que en el medio natural las condiciones varian ampliamente y el
fracaso en una salida anterior no deberia influir en salidas futuras. Otra
posible explicacién no excluyente de la anterior, sugiere que la tendencia a
salir responderia a un ritmo endégeno regulado por factores ambientales
tales como los ciclos de luz-oscuridad y las mareas (ritmos circadianos y
ultradianos). Se trataria de un comportamiento rigido, incluso estereotipado
tal como lo mencionan HO. de la Iglesia y col. (1994) cuando se refieren a la
apertura y consecuente salida de las cuevas en Uca uruguayensis. Este
animal, que comparte con Chasmgnathus el mismo ambiente ecoldgico,
muestra un comportamiento de salida ajustado al periodo de luz y marea
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baja. Por otro lado, Aréchiga y col. (1974) demostraron que cuando el
cangrejo Carcinus maenas es mantenido en el laboratorio expuesto
solamente a un ciclo de luz-oscuridad, cierto componente del ritmo locomotor
se mantiene.

En Chasmagnathus, si bien la tendencia a salir podria estar influida por
el estado metabdlico como resulta de la comparacion entre el grupo Sin
Alimentar y el Simultaneo (Figura 3, Capitulo 3), cuando se iguala la
alimentacion de los animales, puede observarse que la tendencia a salir es
muy fuerte y solo se reduce con un entrenamiento largo (Figura 6). Por el
contrario, la variable recorrido que mide la actividad exploratoria desplegada
por el animal, podria estar condicionada por las claves contextuales y ser
indicativa de la motivaciéon a continuar o no con una actividad exploratoria
en un ambiente ya conocido. Este caso se trataria de un comportamiento
mas plastico.

L Behe ©

FOTOGRAFIA 2: Muestra las cuevas que habita Chasmagnathus.
Se ilustra la entrada y salida de las mismas.

c.- La oferta de comida inmediatamente después del entrenamiento y en
un contexto diferente, hace que los valores de recorrido y latencia de un
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grupo asi entrenado (Diferido 0), presenten un curso temporal sin tendencia
a aumentar y por lo tanto indiferenciable de un grupo Simultaneo. La
alteraciéon de la simultaneidad contexto-refuerzo no impide entonces el
condicionamiento alimentario. El hecho que el condicionamiento pueda
lograrse retroactivamente en un grupo que si bien tuvo experiencia en la caja
no fue expuesto a la fuente de comida, indica que el estimulo condicionado
es el contexto caja y no la fuente del refuerzo (un lugar de la caja,
“‘plataforma” en Figura 1), y por lo tanto, no seria un caso de
condicionamiento de “goal-tracking behavior’ (Kemmens y Benjamin, 1989).

d.- La oferta de comida 1 o 2,5 horas después del entrenamiento en la
caja de actividad y en un contexto diferente (recipientes de refuerzo diferido),
hace que los valores de recorrido y latencia de un grupo asi entrenado
(Diferido 1 o Diferido 2), sea indiferenciable en la evaluacién de uno
alimentado en forma contingente y simultaneo al entrenamiento en la caja de
actividad (Simultaneo). Es decir, un aumento del intervalo EC-EI, dentro de
ciertos limites también permite el condicionamiento alimentario.

e.- La disponibilidad asociativa parece decaer con la extension del
intervalo EC-El. Puede concluirse tentativamente que el limite de
disponibilidad asociativa se encontraria alrededor de las dos horas y media.



Capitulo 5

ESTUDIO DEL EFECTO DE LA HIPOTERMIA COMO AGENTE
AMNESICO SOBRE EL CONDICIONAMIENTO ALIMENTARIO

5.1 Introduccion

Diferentes experimentos realizados con diversas especies han
demostrado repetidamente propiedades generales en la formacién de la
memoria asociativa. Por tal motivo, los principios basicos que sustentan la
formacion de la memoria en diferentes especies y con diversos paradigmas
de aprendizaje han demostrado ser similares. Para que tenga lugar la
expresion de la memoria de largo término es necesario el proceso de
consolidacién que sigue al entrenamiento o se inicia durante el mismo. Es
decir, el almacenaje de la memoria no ocurre instantaneamente, mas bien es
un proceso gradual que se dispara poco después del comienzo del
aprendizaje. El almacenamiento de informacion que estaria representada por
cambios sinapticos y remodelacién en los circuitos neuronales (Squire, 1987)
depende de la sintesis de proteinas. En otras palabras, estos cambios en las
conexiones sinapticas son requeridos para que la memoria de un aprendizaje
quede almacenada en forma permanente, es decir, consolidada (Crow y
Forrester, 1990; Pedreira y col.,, 1996; Maldonado y col.,, 1997). La
construccién de la memoria de largo término continta luego del aprendizaje y
se encuentra afectada por subsecuentes eventos externos, por tal motivo los
tratamientos interventivos (agentes amnésicos e hipermnésicos) han
resultado de mucho interés en el estudio de las distintas etapas
comprendidas en los procesos de formaciéon y de consolidacion de la
memoria.

El enfriamiento reduce el metabolismo del animal, disminuyendo los
procesos de sintesis de proteinas dependientes de energia que son
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componentes necesarios de la consolidacion de la memoria (Davis y Squire,
1984). En Aplysia, utilizando un paradigma de aprendizaje alimentario, el
enfriamiento de los animales por 15 minutos a -20°C antes del entrenamiento
no tiene efecto a corto término sobre la memoria de aversion alimentaria. Sin
embargo, el enfriamiento de los animales inmediatamente después del
entrenamiento reduce fuertemente la memoria de largo término sin afectar la
de corto término (Botzer y col., 1999). El efecto del enfriamiento sobre la
consolidacion de la memoria fue también investigada en Drosophila, Tully y
col. (1994) encontraron que la hipotermia podia separar dos tipos de
memoria. Mientras que un tipo de memoria resistente a anestésicos y de
duracién intermedia se formaba a pesar del tratamiento de frio, la formacion
de la memoria de largo término se veia afectada por este agente si se
aplicaba el mismo inmediatamente después del entrenamiento. Otro ejemplo
lo brinda Xia y col. (1998) utilizando en este caso un paradigma de evitacién
de una orientacién de vuelo especifica, estos autores encontraron un efecto
opuesto para este agente ya que la hipotermia aplicada inmediatamente
después del entrenamiento (dentro de los primeros 20 minutos) disrumpia la
memoria de corto término y la memoria resistente a anestésicos mientras
que la memoria de largo término permanecia intacta.

En el presente Capitulo, el interés se centré en el estudio del efecto de
la hipotermia sobre la consolidacién de la memoria de largo término en
Chasmagnathus utilizando el paradigma de condicionamiento alimentario.

5.2 Analisis de la dosis y modalidad de la hipotermia efectiva para
producir amnesia

Los trabajos realizados con Aplysia (Botzer y col.,, 1999), habian
demostrado que con 15 minutos de exposiciéon a -20°C se logra que la
temperatura descienda lo suficiente (3.5 — 4°C) como para disminuir la tasa
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metabdlica sin que este tratamiento produjera efectos dafiinos sobre el
sistema nervioso central.

5.2.1 Procedimiento experimental:

Algunas pruebas de evaluacién previas demostraron que una hipotermia
en aire (sin inmersion en agua) a 4° C y por 15 minutos no tenia efecto
alguno sobre la habituacién ni sobre el condicionamiento alimentario en
Chasmagnathus. En las mismas condiciones pero a -15°C y por 7 minutos,
se provocaron dafios considerables en el animal tal como autotomias y
ausencia de respuesta de escape. Se optd por probar una hipotermia de
inmersién en agua a 0° C por 10 o 30 minutos.

En un primer experimento destinado a evaluar los efectos inespecificos
del frio se usaron 3 grupos (N = 20). Los cangrejos de un primer grupo
fueron sumergidos en recipientes individuales por 10 minutos en agua a
temperatura ambiente; los de un segundo grupo por 30 minutos en agua a
0°C y los de un tercer grupo por 10 minutos en agua a 0°C. Los animales no
fueron entrenados. Después de 24 horas fueron colocados en las cajas de
actividad, donde se midié el tiempo de recorrido y de latencia.

En un segundo experimento se busco determinar la dosis efectiva de
hipotermia. Se utilizaron tres grupos (N = 40) entrenados con un protocolo
Diferido 0, es decir, alimentado inmediatamente después del entrenamiento
en la caja de actividad en recipientes de refuerzo diferido. Un grupo no
recibié tratamiento de frio pero si fue sumergido en agua a temperatura
ambiente por 10 minutos (control); un segundo grupo se lo sometié a
hipotermia por 10 minutos luego de haber sido alimentado; y un tercer grupo
con hipotermia por 30 minutos. A las 24 horas, los grupos fueron evaluados,
midiéndose los valores de recorrido y latencia.



5.2.2 Resultados:

En la Figura 10 se exhiben los resultados del primer experimento. Se
puede observar que los grupos que recibieron tratamiento de 10 y 30
minutos de hipotermia no presentan diferencias significativas con el control.
Tampoco se encontraron diferencias entre ellos para ninguna de las
variables analizadas.

La Figura 11 ilustra los resultados del segundo experimento. Cuando se
analizé el recorrido, un ANOVA resultd altamente significativo para el
conjunto (F= 5.74; p< 0.005), mientras que un contraste aplicando Neuman
Keuls detecté un efecto amnésico para la hipotermia de 30 minutos a 0°C
pero no para la de 10 minutos. En efecto, se hall6 una diferencia significativa
entre el grupo control y el de 30 minutos (p < 0.01), como asi también entre
30 y 10 minutos (p < 0.01).

Para el caso de la latencia, si bien el ANOVA resulté ser significativo
para el conjunto (F= 3.66; p < 0.05), no se hallaron diferencias significativas
entre los grupos aplicando Neuman Keuls.



Evaluacion del posible efecto inespecifico del frio

2000+
1750-.
1500-:
1250-

1000

Tiempo acumulado ( seg)
de los ensayos 2-5

[] Grupo que no recibe tratamiento ( Control)
[ Grupo que recibe un tratamiento de Hipotermia de 10 min.
I Grupo que recibe un tratamiento de Hipotermia de 30 min.

Analisis del RECORRIDO

Menor
MOTIVACION

EXPLORATORIA
Mayor

2000 —
1750 4

1500

@ 9~ o N
8 8 8 8
D S T O e

N
g
i

Tiempo acumulado ( seg)
de los ensayos 2-5

Analisis de la LATENCIA

T Menor
MOTIVACION

A SALIR
Mayor

FIGURA 10: Comparacion de 3 grupos sin entrenamiento que luego de la alimentacion
recibieron un tratamiento de hipotermia de 10 y 30 minutos a 0°C. El control no recibié
tratamiento hipotérmico. La evaluacion se realizo 24 horas después de la hipotermia.
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FIGURA 11: Comparacion de tres grupos Diferido 0 que recibieron luego de la alimentacion
un tratamiento de hipotermia de 10 y 30 minutos a 0°C. El control no recibié tratamiento
hipotérmico. La evaluacion se realizo 24 horas después de la hipotermia.

Los histogramas representan ¢l bloque de ensayos 2 al 5 de la evaluacion.



5.2.3 Discusion:

De los experimentos que se muestran en las Figuras 10 y 11 se
concluye que la hipotermia resulta efectiva como agente amnésico y que en
Chasmgnathus este efecto se comprueba luego de una exposiciéon de 30
minutos a 0°C en inmersion.

La inmersiéon en agua ha resultado la mejor forma de administrar la
hipotermia ya que disminuye en forma pareja la temperatura del cuerpo
evitando que se dafien los tejidos como ocurre en el caso de exposicién a
aire frio. Como se plante6 en el trabajo de Botzer y col. (1999), es posible
que también para Chasmagnathus la exposicion al frio por menos de 30
minutos no sea suficiente para hacer descender la temperatura del sistema
nervioso como para interferir con el proceso de formaciéon de la memoria.

El hecho que el efecto de la hipotermia se exprese mas fuertemente en
la variable recorrido que en la latencia, es coincidente con la sugerencia,
expuesta en Capitulos anteriores, que la latencia (motivacion a salir) parece
ser menos propensa que el recorrido (motivacion exploratoria) a un aumento
resultante del tratamiento amnésico.

5.3 Efecto de la hipotermia sobre la ventana temporal de
consolidaciéon de la memoria

Se reconoce la existencia de fases diversas en un proceso de memoria,
identificandose a menudo dos de ellas: la memoria de “corto término” (MCT,
reciente), del orden de los minutos, y una memoria de “largo término” (MLT,
remota) medida en dias, incluso afos. La hipétesis mas ampliamente
aceptada es aquella que plantea dos formas de almacenamiento de la
informacién: como MCT y como MLT. La primera se refiere a un sistema que
retiene informacién sélo temporalmente, por tanto es una memoria labil. Para
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que esa informacién sea incorporada permanentemente (consolidada), en
otras palabras, transferida a una forma mas estable en el tiempo (MLT); es
necesario que ocurran cambios en las sinapsis bajo la forma de nuevas
conexiones entre neuronas. Estos cambios estructurales permanentes son
producto de la sucesion necesaria de eventos, tales como cambios
metabdlicos, sintesis de macromoléculas y finalmente cambios morfolégicos
(Squire, 1987). Si bien existe una sucesion entre ambos tipos de memoria,
se ha descripto la independencia de ambos procesos (Izquierdo, 1999).

En el trabajo previamente citado en Aplysia (Botzer y col., 1999) se
concluyé que la hipotermia sélo afecta la consolidaciéon de la memoria de
largo término. Asimismo Tully y col. (1994) aplicando un shock hipotérmico
inmediatamente después del entrenamiento en Drosophila, pudieron
discriminar dos tipos de memoria: una intermedia resistente a anestésicos
(ARM), que perduraba hasta 4 dias y otra larga (MLT) que perduraba mas de
7 dias y que era afectada por el tratamiento hipotérmico. Contrariamente, Xia
y col. (1999) también en Drosophila, encontraron que este agente tiene
accion sobre la memoria de corto término, mientras que la memoria de largo
término no se ve afectada. Otros trabajos realizados con abejas en los
cuales se describe la utilizacién de la hipotermia, han revelado que ésta tiene
efecto s6lo inmediatamente después del entrenamiento y que la memoria
(MLT), una vez consolidada, es resistente a la hipotermia (Erber, 1980;
Menzel y col. 1993; Menzel y Wittstock, 1994). En Chasmagnathus, los
resultados anteriormente descriptos, muestran que la hipotermia puede
disrumpir la memoria de largo término (24 horas), cuando es utilizada
inmediatamente después del entrenamiento. En los experimentos que
siguen, este agente es presentado a distintos tiempos con el objetivo de
estudiar la ventana de accién sobre la consolidacion.



5.3.1 Procedimiento experimental:

Los animales fueron entrenados segun el protocolo Diferido 0. Después
del entrenamiento, los cangrejos recibieron el tratamiento de frio a 0°C por
30 minutos a distintos intervalos de tiempo a partir de la presentacioén de la
comida: inmediatamente después (Hipotermia 0); 1 hora después
(Hipotermia 1); 3 horas después (Hipotermia 3). Los grupos control
recibieron el mismo protocolo experimental de entrenamiento pero no fueron
sometidos a hipotermia. Se utilizaron 20 animales por grupo.

5.3.2 Resultados:

En la Figura 12 se presentan las diferencias entre los grupos que
recibieron la hipotermia luego de distintos intervalos de tiempo (0, 1y 3
horas). En el analisis del recorrido se encuentran diferencias significativas
entre el grupo que recibe la hipotermia inmediatamente después de la
comida (Hipotermia 0) respecto a su grupo control, (t(1,38)= 2.06, p<0.05),
asi como entre un grupo que recibe el tratamiento de hipotermia 1 hora
después de la comida (Hipotermia 1) comparado con un grupo control
(t(1,38)= 3.03, p<0.05). Por el contrario, el grupo que recibié la hipotermia a
las 3 horas (Hipotermia 3) después de la alimentacién no mostré diferencias
significativas respecto al control no tratado.

No se obtuvieron diferencias significativas para la latencia entre el grupo
experimental y control en ningun caso.
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FIGURA 12: Comparacion del efecto de la hipotermia en grupos Diferido 0 a
distintos tiempos luego de la comida: inmediatamente luego de la alimentacion: con
un retardo de 1 h. y con un retardo de 3 hs. Cada grupo fue comparado con un
control que no recibi6 tratamiento hipotérmico.

(*) Diferencia significativa entre los grupos durante la evaluacion.



5.3.3 Discusion:

Estos resultados demuestran la existencia de un intervalo de tiempo
maximo para el cual el tratamiento de frio tiene un efecto disruptor sobre el
proceso de consolidacién de la memoria de asociacién en Chasmagnathus.
La proximidad temporal entre la presentacion del refuerzo (la comida) y el
tratamiento de hipotermia garantiza el efecto disruptor del frio. El intervalo de
tiempo en el cual el frio puede disrumpir la memoria es posible que se
extienda al menos 1 hora después de la comida. Este intervalo de tiempo
corresponderia al tiempo necesario para que la consolidacién tenga lugar.
Luego de tres horas no puede ser disrumpida.

En esta serie experimental, la variable latencia no resulta sensible a la
manipulaciéon del agente amnésico. Como se senalé anteriormente es
posible que, la motivacién a salir no se reduzca por el efecto amnésico como
la motivacién exploratoria.

54 Efecto de la hipotermia sobre distintos protocolos de
entrenamiento

Conforme a los resultados de Capitulos anteriores, el condicionamiento
alimentario atribuido al Simultaneo seria similar al del Diferido 0, a pesar
que la mecanica de ambos es formalmente distinta. Mientras en el
Simultaneo la contingencia contexto-refuerzo se da en forma simultanea; en
el Diferido 0 hay un retardo en la presentacion de la comida. De ahi
entonces que el contexto adquiere retroactivamente valor positivo, gracias al
hecho excepcional que la disponibilidad asociativa se mantiene en este
paradigma mas alla del entrenamiento en la caja de actividad. Este hecho, y
la circunstancia que el Simultaneo permanece 1 hora y 30 minutos en
contacto con la comida en las cajas de actividad, mientras que el Diferido 0
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s6lo 30 minutos en los recipientes de refuerzo diferido, seria posible esperar
que el condicionamiento del Simultaneo sea mas fuerte que el del Diferido
0. El propésito de los siguientes experimentos es explorar si la hipotermia
tiene un efecto diferencial sobre esos grupos, mayor en el Simultaneo que
en el Diferido 0.

5.4.1 Procedimiento experimental:

Se utilizaron 40 animales por cada grupo. Dos grupos fueron entrenados
segun el protocolo Simultaneo, pero uno de ellos recibié un tratamiento de
frio luego del entrenamiento (30 min. a 0°C), mientras que el otro permanecié
como control. Otros dos grupos fueron entrenados con el protocolo Diferido
0, uno se utilizé como control y el otro recibié un tratamiento de hipotermia.
Las sesiones de evaluacion se hicieron a las 24 horas.

5.4.2 Resultados:

En la Figura 13 se muestran los histogramas correspondientes a los
grupos Simultaneo (control y tratado) y Diferido 0 (control y tratado),
durante la evaluacién. Se encontraron diferencias significativas sélo para la
variable del recorrido. Las diferencias entre controles y tratados fueron de
t(1,78)= 3.1, p<0.05 y t(1,78)= 2.06, p<0.05, para los grupos Simultaneo y
Diferido 0, respectivamente.

En ningln caso se observaron diferencias significativas para el analisis
de las latencias de salida entre los grupos experimental y su respectivo
control.
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FIGURA 13: Comparacion del efecto de la hipotermia en un grupo Simultaneo y un grupo
Diferido 0. Los grupos control no recibieron tratamiento hipotérmico.
(*) Diferencia significativa entre los grupos durante la evaluacion.



5.4.3 Discusion:

Estos resultados sugieren que la hipotermia afecta de una manera
similar al grupo de condicionamiento con simultaneidad de los estimulos
(Simultaneo), que al grupo que recibio el refuerzo de manera estrechamente
contigua, una vez finalizado el entrenamiento en la caja de actividad
(Diferido 0).

La ausencia de significancia estadistica para el caso de las latencias
apoya la idea de una mayor resistencia de la motivacion a salir a su
reduccion por parte del agente amnésico.

Como se mencioné en el Capitulo 4, la latencia parece constituir una
variable que expresa una fuerte tendencia natural a salir y por lo tanto
constituye una respuesta dificil de modificar. Es por este motivo que el
potencial efecto del agente amnésico no puede ser observado.

5.5 Posible efecto de la hipotermia sobre la habituacion exploratoria

El siguiente experimento fue realizado con el propésito de comenzar el
estudio de un posible efecto diferencial de este agente sobre la habituacion
exploratoria y el condicionamiento alimentario.

5.5.1 Procedimiento experimental:

Se entrenaron 80 animales en la caja experimental que recibieron un
protocolo de entrenamiento de habituacion exploratoria (grupo Sin
Alimentar). Cuarenta animales recibieron luego del entrenamiento un
tratamiento de hipotermia (30 min. a 0°C. sumergido). Este grupo de
animales fue comparado con un grupo control que no recibié tratamiento
hipotérmico.
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5.5.2 Resultados y Discusion.

En la Figura 14 se ilustran los resultados obtenidos del analisis de la
evaluacion, tanto del recorrido como de la latencia. No se encontraron
diferencias significativas entre el grupo Sin Alimentar tratado y el control
para ninguna de las dos variables. Cabe sefalar que este experimento es
preliminar. La similitud entre ambos grupos permitiria sugerir que la
hipotermia no tiene efecto amnésico sobre la habituacion. De confirmarse
este resultado en estudios posteriores, abre la posibilidad que este agente
constituya una herramienta util para distinguir entre mecanismos que sirven a
distintos procesos de memoria.

Efecto de la hipotermia sobre la habituacién exploratoria
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FIGURA 14: Comparacion entre dos grupos que no reciben comida (Sin Alimentar). Un
grupo recibe tratamiento de hipotermia. El control no es tratado con este agente.
El histograma representa el bloque de ensayos 2 al 5 de la evaluacion.

54




Capitulo 6

CONCLUSIONES

v Se ha encontrado que Chasmagnathus presenta una ventana temporal
de disponibilidad asociativa (EC-EIl) que se extiende durante mas de 2
horas después de finalizado el entrenamiento, pero menos de 4 horas.

v A diferencia del caso en que el alimento es dado inmediatamente
después del entrenamiento, es posible distinguir en los grupos Diferidos
por 1 hora o por dos horas y media, una disminucién en los niveles de
motivacion exploratoria y a salir que se interpreta como sintoma de
habituacién. Es decir, un mayor entrenamiento permite aumentar el peso
relativo de la habituacién (Diferido vs. Simultaneo).

v Se ha observado reiteradamente durante el desarrollo del trabajo que
los parametros (latencia y recorrido) permiten distinguir dos estados
distintos de motivacién en la actividad desplegada por los animales. La
latencia reflejaria una fuerte tendencia natural a salir. Esta respuesta
es posible que sea dificil de modificar por el entrenamiento ya que en la
naturaleza la tendencia a salir significa estar dispuesto para el
reconocimiento de un nuevo ambiente, si es que se presentan las
condiciones para ello. La tendencia a explorar, por el contrario, es
susceptible de ser modificada en funcién del valor que el animal le
asigna al ambiente.

v La ventana de accién del agente amnésico estaria restringida a un
periodo de alrededor de una hora una vez finalizado el entrenamiento,
sugiriendo que superado este tiempo la memoria ya fue consolidada.
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La hipotermia interfiri6 sobre la formaciéon de la memoria de igual
manera sobre los grupos que recibieron protocolos de entrenamiento
Simultaneo y Diferido 0. Ni la diferencia en el tiempo disponible para la
alimentacion, ni el retardo entre entrenamiento en la caja de actividad y
la presentacién del refuerzo parecen debilitar el condicionamiento en el
grupo Diferido O.

La hipotermia es capaz de interferir sobre el proceso de formacién de la
memoria del condicionamiento alimentario. Resultados preliminares
sugieren que este agente no interferiria sobre el proceso de habituacién,
apoyando la idea que diferentes mecanismos subyacen a ambos
procesos.
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Capitulo 7
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