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Resumen

Se ha postulado que la morfina inhibe la respuesta de escape
a un estimulo visual de peligro en el cangrejo Chasmagnathus
granulatus debido a una accién a nivel central, y que durante la
habituacién a dicho estimulo, se activaria un sistema opiaceo
endégeno que modularia negativamente la respuesta. La viabilidad
de la hipétesis de la accidon central moduladora fue analizada en
una serie de experimentos, en los que se usé como indicador, ademas
de la respuesta de escape, la respuesta optomotora, es decir, un
comportamiento inducido por un estimulo que "no" sefializa peligro;
y como droga inhibidora, ademas de la morfina, el aminodcido GABA,
es decir, un inhibidor "periférico" de la actividad motora. Las
mayores dosis de morfina con claro efecto inhibidor sobre 1a
respuesta de escape no afectaron la respuesta optomotora,
excluyendo asi la posibilidad de explicar la accién de la droga
sobre la primer respuesta, en términos de efecto detrimental sobre
la aferencia visual o sobre la capacidad motora. Una dosis de 75
Hg/g de morfina, administrada 30 min. antes de una sesién de

entrenamiento habituante al estimulo de peligro, produjo un
descenso paralelo de la curva de habituacién, conforme con lo que
deberia esperarse si la droga tuviese una accién moduladora

negativa sobre la respuesta. Dosis pre-entrenamiento de 100 ug/g
de morfina o de 9 ug/g de GABA, redujeron drasticamente la
reactividad durante la sesién de habituacién, pero mientras la
administracién de morfina impidié la adquisicién de la habituacién
de largo término, la de GABA no afecté esa adquisicién. Este
resul tado apoya la idea de que el efecto de la morfina se debe a
una interferencia transitoria entre el estimulo y su significado
innato de peligro.

Para 1investigar el posible valor adaptativo de la gran
propensién de Chasmagnathus a adquirir rdpidamente una habituacién
por largo tiempo, asi como el del sistema opidceo endégeno que la
asistiria, se estudié y compardé su comportamiento con el de
Pachygrapsus marmoratus, una especie filogenéticamente cercana pero
ecolégicamente distante. Los resultados indicaron que Chasmagnathus
posee una capacidad mucho mayor para habituarse que Pachygrapsus,
mostrando una habituacién de corto término mas profunda,
parcialmente mediada por una modulacién opidcea endégena, y una
habituacién de largo término mas rapida y duradera, parcialmente
mediada por la representacidén mnésica de las claves del contexto.
Se estudié también la capacidad para adquirir una habituacién de
largo término en cangrejos de la misma especie pero de diferentes
edades, demostrandose que los animales viejos exhiben una retencién
de la habituacién claramente menor que los animales mas jévenes.
El valor adaptativo de estas diferencias es discutido en
consideracidén a las presiones ecolégicas a las que se encuentra
sometida cada especie, y a la correlacién entre los cambios
dependientes de la edad y un cambio ontogénico de habitat y de
actividad exploratoria.
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"Todos creemos vivir directamente inmersos en el mundo que nos
rodea, sentir sus objetos y acontecimientos con precisién, y vivir
en el tiempo real y ordinario. Afirmo que todo eso no es mas que
una ilusién perceptiva, dado que todos nosotros nos enfrentamos al
mundo desde un cerebro que se halla conectado con lo que esta <<ah{
afuera>> a través de unos cuantos millones de fragiles fibras
nerviosas sensoriales. Esos son nuestros UuUnicos canales de
informacién, nuestras lineas vitales con la realidad. Estas fibras
nerviosas sensoriales no son registradoras de alta fidelidad, dado
que acentuan ciertas caracterifsticas del estfmulo, mientras que
desprecian otras. La neurona central es un contador de historias,
por lo que respecta a las fibras nerviosas aferentes, y nunca
resulta completamente fiable, permitiendo distorsiones de cualidad
y de medida en una relacién espacial forzada aunque Isomérfica
entre <<{fuera>> y <<dentro>)>. lLa sensacién es una abstraccién, no
una réplica, del mundo real."

V. B. Mountcastle, Johns Hopkins Med. J., 136: 109 (1975)

"Miramos hacia el pasado & través de millones incontables de
afios, y vemos la gran voluntad de vivir que lucha por salir del
fango situado entre las mareas, que lucha de forma en forma y de
poder en poder, que se arrastra por el suelo y luego camina con
confianza sobre ¢é&l!, que lucha de generacidén en generacién por
dominar el aire, que se insinua en las tinieblas de lo profundo;
la vemos levantarse contra s{ misma con rabia y hambre y cambiar
su forma por otra nueva, contemplamos cémo se nos acerca y se hace
mas parecida a nosotros, cémo se expande, se elabora a si misma,
persigue su objetivo inexorable e inconcebible, hasta alcanzarnos
al final y latir su ser a través de nuestros cerebros y nuestras
arterias... Es posible creer que todo el pasado no es mas que el
principio de un principio, y que todo lo que es y ha sido es sélo
el crepusculo del alba. Es posible creer que todo lo conseguido por
la mente humana no es sino el suefio antes del despertar...
Surgirdn... de nuestro linaje mentes que volveran su atencidén a
nosotros en nuestra pequefiez y nos conocerdn mejor de lo que nos
conocemos nosotros. Llegara un dia, un dia en la sucesidén infinita
de dlas, en que seres, seres que estidn ahora latentes en nuestros
pensamientos y escondidos en nuestros lomos, se erguirdn sobre esta
tierra como uno se yergue sobre un escambel y reiridn y con sus
manos alcanzaran las estrellas.”

H. G. Wells, Nature, 65: 326 (13802)



CAPITULO 1

INTRODUCCION

Estudio del comportamiento

Niveles de causal idad

Los fisiélogos suelen explicar los fenémenos biolégicos en
funcién de lo que podriamos llamar las causas préximas, esto es,
los mecanismos subyacentes que median desde la informacién genémica
hasta el fenémeno que se describe. Por otro lado, los cientificos
mas interesados en el estudio de los procesos evolutivos tienden
a explicar los mismos fenémenos en términos de causas uUltimas, es
decir, refiriéndose a los mecanismos de adquisicién de un genotipo
a través de la seleccién natural. La falta de claridad en la
distincién entre causas préximas y ultimas ha provocado largas
discusiones en relacién a los origenes del comportamiento. Asi, por
ejemplo, cuando un cangrejo construye su cueva, podemos explicar
tal comportamiento en funcién de las contracciones musculares
evocadas por los estimulos nerviosos generados en alguna parte del
sistema nervioso central como respuesta a un estado motivacional
y fisiolégico inducido por estimulos internos o externos. Podemos
aan ir mas lejos y ahondar en los procesos bioquimicos vy
moleculares que tienen lugar para producir la transmisién nerviosa

y la contraccién muscular, y aun mas alla... En otras palabras,



podriamos completar un panorama bastante acabado de los mecanismos
inmediatos que dan lugar al fenémeno en estudio. Pero tambien
podemos explicar el comportamiento de construccién de la cueva como
el resultado de procesos de seleccién que han conducido al
establecimiento de un genotipo de cangrejos constructores de cuevas
en virtud de la ventaja adaptativa que tal comportamiento le
confiere a la especie. Dentro de este marco explicativo son de
importancia las consideraciones acerca de las ventajas que la
posesién de una cueva le ofrecen al animal, tales como refugio
contra predadores, condiciones ambientales adversas,
enfrentamientos intraespecificos, etc. Aunque con menos precisién,
también en este nivel de analisis es posible alcanzar un
considerable grado de comprensién de los mecanismos, ahora
mediatos, que originan el comportamiento en estudio. Las causas
préximas estédn referidas a la decodificacién de los programas
genéticos de un individuo; las causas Ultimas a los cambios de los
programas genéticos a través del tiempo y a los motivos de esos
cambios. Estos dos niveles de investigacién demandan i empleo de
métodos diferentes: para el estudio de los factores préximos, el
experimento es la herramienta ideal; para el estudio de los
factores dGltimos, el método comparativo es el mas indicado.

Con respecto a la habituacién, muchos autores se han ocupado
de estudiar los niveles préximos y han logrado explicar algunos de
los mecanismos que median este proceso de aprendizaje. Otros
autores en cambio, han puesto su atencién en la causalidad ultima,
concentrandose sobre los cambios en la respuesta comportamental
como consecuencia de modificaciones en el medio ambiente y en cémo,

tales cambios, favorecerian la supervivencia. Sin embargo, como lo



sefialan Peeke y Petrinovich (1984 pag.4), "ningin nivel de estudio
es el nivel, y el resultado obtenido en cada uno de éstos deberia
utilizarse para desarrollar una visién causal completa de la
naturaleza y la funcién de los cambios en la respuesta

comportamental ."”

Métodos de campo y de laboratorio

Contribuciones fundamentales al conocimiento biolégico tales
como el concepto de evolucién fueron realizadas por cientificos
naturalistas, cuyo principal instrumento consistisé en la
observacidén cuidadosa y detallada de 1a ocurrencia de hechos
relevantes, en su medio natural. La identificacién y correcta
interpretacién de tales acontecimientos requieren de gran pericia
ya que un hecho relevante en sentido biolégico no es necesariamente
conspicuo ni frecuente.

La principal ventaja del método de campo radica en que el
comportamiento a observar ocurre en su ambiente natural con una
minima intromisién del observador, es decir, sin la influencia de
factores artificiales como es el caso del comportamiento de
animales en cautiverio. Las variables que influyen el
comportamiento, comprendidas las variables ecolégicas, 1o hacen en
una combinacidén natural y ejerciendo su accién en los niveles en
que normalmente actuan. Por lo tanto, si estas observaciones se
realizan adecuadamente, proporcionan wuna base ideal para la
formulacién de hipétesis.

La mayor desventaja del método de campo radica en la



imposibilidad de controlar las variables actuantes y en Ila
dificultad de estudiar una respuesta aislada o parte de una
respuesta. Ademds, ciertas combinaciones de variables, cuyos
efectos podria ser interesante analizar, a veces no ocurren con
suficiente frecuencia en la naturaleza. Puede argliirse que, si el
fenémeno tiene lugar de manera esporadica, éste carece de
importancia. Sin embargo, la respuesta a un acontecimiento raro,
como lo es el atayue certero de un predador, es uno de los eventos
mas importantes en la vida de un organismo, que puede marcar la
diferencia entre sobrevivir o morir.

Los inconvenientes sefialados para el método de observacioén en
el campo son salvados, aunque perdiendo algunas de sus ventajas,
por el uso del método experimental en el laboratorio. Las
condiciones perfectamente controlables permiten al experimentador
emplear las variables en la combinacién deseada y centrar su
atencion sobre las caracteristicas particulares de la respuesta que
le interesa estudiar. En efecto, si se pretende aislar los procesos
fisiolégicos que subyacen a un comportamiento o se quiere entender
cémo un estimulo fisico es detectado, traducido y transmitido,
dando origen a una respuesta, entonces el control que ofrece el
laboratorio es esencial. Ademas, la correcta aplicacién de los
procedimientos de laboratorio proporciona una garantia para la
reproducibilidad de los resultados, que hace de este método el
ideal para la puesta a prueba de las hipétesis. Por ejemplo, si
quisiéramos sopesar la validez de una propuesta teérica, podriamos
organizar la combinacién especifica de estimulos que nos permitiese
aceptarla o descartarla. En este sentido, los requisitos de la

respuesta pueden ser manipulados para poner a prueba la hipdétesis.



Habituacidbén
Definicién y formas de estudio

Thorpe, en la segunda edicién de su LEARNING AND INSTINCT IN
ANIMALS (1963) pasdé revista a la extensa bibliografia sobre
habituacién en los diferentes phyla y propuso lo que hoy constituye
la tipica definicién de habituacién: "...es la disminucién
relativamente permanente de la respuesta como resultado de una
estimulacién repetida que no comporta recompensa o dafio. Es
especifica del estimulo y no puede ser explicada por fatiga motora
o0 adaptacién sensorial.” Una definicién equivalente, pero que
déstaca dos caracteristicas del proceso relevantes para esta tesis,
fue acufiada por Peeke (1984): " es el decremento relativamente
permanente de la predisposicién & responder ante un estimulo, como
resul tado de su presentacién reiterada o constante; tal decremento
es especifico del estimulo original, por lo que la respuesta puede
ser reinstalada por un estimulo diferente de igual intensidad." En
ella, la habituacién es definida por wun decremento en la
predisposicién a responder y no por un decremento en la respuesta.
Bajo este concepto se concibe la habituacién independientemente de
la respuesta (Peeke y Veno, 1976). Por otra parte, se destaca la
especificidad de la habituacién al estimulo original y la

conservacion de la posibilidad de responder a un estimulo nuevo.

La habituacién fue originalmente estudiada bajo otras
denominaciones por especialistas de distintas adreas del

comportamiento y la fisiologia. A modo de ejemplo cabe citar los



cladsicos trabajos de Sherrington (1906) en gatos espinales, los
trabajos de sicologia experimental de Dodge (1923) y Davis (1934),
los de Hinde (1854; 1954a) y de Hartshorne (1956) en el terreno de
la etologia y la revisién hecha por Humprey (1933) y por Hilgard
y Marquis (1940) sobre las teorias de aprendizaje. Pero no fue
hasta 1966, con el clasico trabajo de Thompson y Spencer basado en
sus experimentos con gatos espinales, que se establecieron las
bases para una teoria de la habituacién. A partir de alli, las
principales caracteristicas de los procesos de habituacién han sido
repetidamente descriptas (ej., Hinde, 1970; Petrinovich, 1973;
Brunner y Maldonado, 1988; Lozada y col., 1990). Ademas de
proporcionar una estructura para la interpretacién de los datos
existentes en la literatura, la revisién de Thompson y Spencer tuvo
un impacto aun mas profundo. En particular, el hecho de que una
serie de criterios objetivos simples pudiesen describir la
habituacién en muchos sistemas de respuesta a través de diversas
especies, condujo a la creencia general de que el fenémeno era
mediado por un Unico mecanismo fundamental inherente a todos los
organismos. De alli que luego de dicha revisién, investigadores de
muy diversas disciplinas se volcaron con entusiasmo a investigar
"el mecanismo" de la habituacién en términos de su propia

experticia.

Los trabajos iniciales sobre habituacién centraron toda su
atencién en las caracteristicas decrementales del proceso. No
obstante, un importante volumen de datos no encajaba completamente
en un marco explicativo que sélo comprendiera la reduccién de la

respuesta. Surgié entonces la necesidad de postular la



participacién, concomitante al proceso decremental, de un proceso
incremental conocido como sensibilizacién, y fueron Groves vy
Thompson (1870) los primeros en formular una teoria dual de la
habituacién que resulté luego perfeccionada (Thompson y col., 1973;
Petrinovich, 1984). Esta teoria invoca dos procesos inferenciales
-habituacién y sensibilizacién- para predecir el curso de los
cambios en la respuesta. Se supone que todo estimulo posee dos
propliedades: 1) evocar una respuesta a través de la via sensomotora
estimulo-respuesta (E-R) y 2) influir sobre el estado del
organismo. Las repeticiones de un estimulo efectivo resultan por
un lado, en un proceso decremental inferido en la via E-R que
constituye el componente de habituacidén. Por otro lado tales
repeticiones resultan en un proceso incremental inferido, que ackﬂa
sobre el estado de excitacién o tendencia a responder, que
constituye el componente de sensibilizacién. Se presume que ambos
componentes ocurren y se desarrollan independientemente, pero que
interaccionan para conformar la respuesta. Dentro de este marco
conceptual, la salida comportamental corresponde a una funcién que
depende de las constantes de tiempo de activacién y de
desactivacién de los componentes de habituacién y sensibilizacién.
En otras palabras, la primacia de un proceso sobre el otro estaria
determinada por el curso temporal de cada uno, en las
circunstancias particulares del suceso, y ello condicionaria la

respuesta final observada.

A este punto, es necesario destacar que bajo la denominacién
de habituacién se reconocen dos procesos diferentes: habituacién

de corto término y habituacién de largo término (Hinde, 1970;



Davis, 1970; Groves y col., 1976; Carew y col., 1972; Kandel, 1979;
Lozada y col., 1990). Estos y otros trabajos indican que la
habituacién de corto término, con una duracién de minutos a horas,
coexiste con un proceso de larga duracién que persiste por dias o
semanas. Existen datos experimentales que sefialan que ambos
procesos compartirian un mismo locus en el sistema nervioso (Carew,
1984), mientras otros sugieren que se trataria de procesos
anatémicamente independientes. En @ste Gltimo sentido, lesiones del
vermis cerebsllar en ratas atendan significativaments la
habituacidén de largo término sin alterar la de corto término o el
nive!l inicial de respusesta (lLeaton y Supple, 1886).

Aunque menos estudiadas y comprendidas, estas consideraciones en
torno a procesos de corta y larga duracién son también validas para
el fenémeno de sensibilizacién (Petrinovich, 1984; Kandel vy

Schwartz, 1981).

Una de las perspectivas de estudio del fenémeno de habituacién
fue establecida ya en 1806 por Sherrington. La misma centra el
analisis en el marco conceptual del arco reflejo. El comportamiento
es visto como el producto de la activacién de una via refleja, y
la explicacién de los cambios en el comportamiento se centra en la
identificacién de modificaciones en el patréon de actividad neural
permitidos por el arco reflejo, identificacién tanto de los sitios
en gque esos cambios ocurren como de su naturaleza. La potencialidad
de esta perspectiva de anadlisis es puesta de manifiesto en la
literatura moderna por los importantes programas de investigacién
de Kandel con la babosa marina Aplysia (ej., Kandel, 1979a; Abrams

y Kandel, 1988) y de Krasne con el langostino de agua dulce (ej.,



Krasne, 1972; 1976; Krasne y Lee, 1988; Krasne y col, 1990), los
cuales han arrojado luz sobre los mecanismos sindpticos que podrian
estar asociados con los cambios en la excitabilidad refleja que
sigue a la estimulacién repetida.

Una perspectiva diferente en el estudio de la habituacién es
ofrecida por teorias integrales como las de Sokolov (1963},
Konorski (1967) y Wagner (1976). En éstas, el énfasis no esta

centrado en los procesos fisiolégicos particulares sino en

formulaciones abstractas, para las cuales Ilos mecanismos son
tenidos en cuenta tan sélo para extraer las regularidades
funcionales de las modificaciones plasticas del fenémeno de

habituacidén. Una cualidad importante del enfoque de tipo integral
es la posibi{idad de detectar ciertas caracteristicas que podrian
exhibir una consistente regularidad a pesar de mediar procesos
diferentes. Las presiones evolutivas podrian determinar
convergencias en el comportamiento y éstas podrian alcanzarse a
través de mecanismos distintos. Es decir, las bases fisiolégicas
de la habituacidén no son necesariamente las mismas entre las
distintas especies o entre diferentes respuestas (Sharpless vy
Jasper, 1956; Treisman, 1984; Davis y File, 1984).

Algunas teorias integrales prestan especial atencién a las
influencias extrinsecas al proceso reflejo, como las ejercidas por
©]l contexto en donde la habituacién tiene lugar, las que en general
no son consideradas por los seguidores de la tradicién iniciada por
Sherrington. Por ejemplo, la teoria de SOP (sigla inglesa de
"procedimientos operacionales tipicos") de los sistemas de memoria
( Wagner ,1981; Whillow y Wagner, 1984) propone la mediacién de dos

procesos funcionales diferentes y asigna rasgos distintivos a la



habituacién de corto y de largo término: un proceso de tipo
refractario en el corto término y un proceso de condicionamiento
pavloviano en el largo término, en donde las claves contextuales
de la situacién experimental (estimulo condicionado) se han
asociado con el estimulo habituante (estimulo incondicionado) y por
lo tanto inducen la inhibicién (respuesta condicionada) de la

respuesta.

Las teorias sobre habituacién pueden entonces ser
superficialmente clasificadas en aquellas que involucran cambios
en la via estimulo-respuesta, es decir en la via refleja que
constituye la ruta mds directa a través del sistema . nervioso
central entre el estimulo y la respuesta (Thompson y Spenser, 1966;
Groves y Thompson, 1970; Kandel, 1978), en contraposicién de
aquel las que involucran procesos de naturaleza neural mds comp!leja,
que se desarrollan y refuerzan durante la repeticién del estimulo
y conducen a la supresiéon de la respuesta (Sokolov, 1963; Konorski,
1967; Wagner, 1976). En general los investigadores que trabajan con
organismos o sistemas relativamente simples adhieren a la primera
clasificacién en tanto que aquellos que trabajan con modelos
experimentales mas complejos suscriben a la segunda.

En un intento por conjugar ambas posiciones Davis y File
(1984) han propuesto un modelo teérico de considerable valor
heuristico. Segun éste, la habituacién podria ocurrir en la via
estimulo-respuesta, proponiéndose, por ejemplio, una disminucién en
la liberacién del neurotrasmisor involucrado en la ruta estimulada
(Farel y Thompson, 1976; Kandel, 1978). Los autores llaman a esto

habituacién intrinseca (véase también Groves y Thompson, 1970). Por
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otra parte y también afectando el nivel de respuesta, podrian
actuar sistemas moduladores. La actividad de estos sistemas no
puede por si misma evocar la respuesta, pero si puedse disminuir o
aumentar el nivel de reactividad. De aqui que la accién moduladora
no se manifieste, a menos que la respuesta sea provocada por algun
estimulo efectivo. El sistema modulador puede ser ténicamente
activo o su influencia puede ser inducida por ciertos estimulos,
inclusive por el mismo estimulo que evoca la respuesta en cuestién.
Ademds, condicionamientos de tipo pavloviano también pueden
determinar cambios en el sistema modulador. Todo esto da lugar a
la posibilidad de que otro tipo de mecanismo pueda tener
participacién en el decremento de la respuesta. La habituacién
podria producirse entonces por la activacién progresiva de un
sistema modulador con efecto inhibitorio sobre la respuesta, o por
la disminucién progresiva de un sistema modulador que ténicamente
contribuye a aumentar la respuesta. En cualquier caso, estaria
involucrado un circuito nsuronal externo al circuito estimulo-
respuesta. Este tipo de habituacién es denominada por los autores

habituacién extrinseca.

La habituacién aparece siempre descripta en los libros de
comportamiento como la forma mas simple y al mismo tiempo mas
ubicua de aprendizaje. Por medio de ella, los animales, seres
humanos incluidos, aprenderian a hacer caso omiso de estimulos que
han perdido su novedad o significacién, permitiéndoles prestar
atencién a los estimulos recompensadores o importantes para la
supervivencia. Sin embargo, la costumbre generalizada de clasificar

la habituacién como aprendizaje simple y no-asociativo puede
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conducir a subvaluar su importancia biolégica. En tal sentido, son
interesantes las reflexiones expuestas por Peeke y Petrinovich
(1984, pag. 67). Estos autores sugieren que mas allad de las
consideraciones operacionales, existen pocas diferencias entre los
aprendizajes asociativos y aquellos no asociativos. Ambos son
producto de la experiencia, pueden ser de larga duracién o
permanentes y ambos pueden ser contexto especificos. Y aconsejan
considerar la habituacién como una forma mads de aprendizaje y
centrarse sobre el significado funcional del fendémeno en cuestioén,
mas que sobre las operaciones utilizadas para distinguir entre
tales fenémenos (ver también: Fantino y Logan, 1979; Whitlow vy

Wagner, 1984; Carew, 1984).

Habituacién de la respuesta de escape

El papel de la habituacion ha sido enfatizado en relacién a
los comportamientos de evitacién y de escape porque es en este
marco que el fenémeno aparece por primera vez en la filogenia y es
aqui donde su importancia resulta mas evidente (Thorpe, 1856). A
pesar de lo ubicuo de la habituacién entre los phyla, un ejemplo
es frecuentemente citado en los libros de comportamiento animal
(ej. Immelmann, 1976; Timbergen, 1965): la reaccién antipredatoria
de aves gallinaceas ante la visién de un objeto en vuelo. De manera
innata, los polluelos recién nacidos se agachan en respuesta a una
amplia variedad de estimulos que se presentan por sobre ellos,.
Luego de unas pocas experiencias inocuas con pajaros volando u

hojas cayendo, la respuesta a estos estimulos decas. De aqui en
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mas, &sta es provocada sélo por objetos voladores no familiares.
Dado que la aves de presa son menos frecuentes que las especies no
predadoras o los objetos inanimados cayendo, parece clara la
ventaja selectiva de aprender a no responder a la caida de cada
hoja (Shalter, 1984).

En los procesos de reconocimiento de predadores ocurren muchos
casos de errores de identidad, frecuentemente como resultado de la
aparicién subita de un estimulo inocuo que la presa confunde con
un predador (Schleidt, 1961; Gibb, 1960; Hinde, 1952; Miller, 1921;
Morley, 1953; Morse, 1970). Ademds, eoxisten svidencias de que la
presa no se habitua completamente a 1a presencia del predador. Las
observaciones comportamentales en especies sociales indican que
la respuesta de alarma se habitua mientras la respuesta de
orientacién persiste (Russel, 1967; Sharpless y Jasper, 1956). Como
bien sefiala Shalter (1984), aunque la respuesta de huida no
necesariamente ocurra, el mantener la vigilancia pareceria ser
altamente adaptativo. Asi, la habituacién de la respuesta de escape
ante la amenaza persistente de ataque de predadores, debe ser
entendida como una situacidén de compromiso. Un delicado equilibrio
entre dos necesidades: por un lado, la necesidad de escapar en
cualquier momento de un enemigo y por otro lado, la necesidad de
economizar energia y mantener actividades vitales tales como la
busqueda de alimento, construccién de nidos, reproduccién (Clark,
1960a, 1960b; Nicol, 1950), que insumen gran cantidad de tiempo
(Klopfer, 1973).

Llama la atencién que las respuestas antipredatorias se
habitien méds facilmente en las condiciones del laboratorio que en

la naturaleza (Lorenz, 1939; Morse, 1980; Shalter, 1975; Hinde,
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1954; 1954a), Una explicacién plausible de este hecho fue dada por
Schleidt (1961). Segun él, el hecho de que en los experimentos de
laboratorio generalmente se mantenga constante el sitio de
presentacién y/o la direccién de aproximacién del predador, daria
cuenta de la diferencia en la tasa de habituacién observada entre
el laboratorio y el campo. La importancia del contexto espacial en
la respuesta iterativa a un predador fue demostrada en una cantidad
de trabajos (Falls, 1968; Petrinovich y Patterson, 1981; Peek vy
Veno, 1973; Shalter, 1975; Lozada y col, 1990) y su ventaja
adaptativa se explica en términos de la dificultad de que en la
naturaleza, dos ataques provengan desde el mismo sitio o direccién.

Un cambio en el contexto espacial podria significar una situaciodn

nueva y posiblemente letal, ante la cual la presa deberia poder
continuar respondiendo. Asi, el proceso perceptual de
reconocimiento del predador, cuando ocurre repetidaments,

involucraria una sutil evaluacidén del contexto espacial y no tan

s6lo la mera caracterizacién del predador.

Biologia de la nocicepcidén

Definiciones

Se entiende por nocicepcién a "la capacidad que poseen los
animales para detectar y reaccionar ante estimulos que podrfan
comprometer su integridad” (Sherrington, 1906). Esta definicién de
nocicepcion es correcta tanto para invertebrados como para seres

humanos. No obstante, debe sefalarse que los términos nocicepcidn
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y dolor no son exactamente equivalentes y que la percepcién de
dolor no puede ser necesariamente inferida a partir de los
comportamientos asociados con la nocicepcién. La International
Association for the Study of Pain define el dolor en humanos como
"una experiencia emocional y sensorial desagradable asociada con
un dafio tisular actual o potencial, o descripta en términos de s&se
dafio” (Merskey, 1983). Algunos autores, sin embargo, hablan de
dolor en animales no-humanos, definiéndolo como "una experiencia
sensorial aversiva causada por un dafdo actual o potencial que
induce reacciones motoras o vegetativas de defensa, resultando en
un aprendizaje evitativo ..." (Zimmerman, 1986), pero esta
descripcién estd mas cerca de la de nocicepcidén que de la de dolor
en humanos, siendo Abarcativa de los comportamientos ante estimulos
aversivos de los bebés humanos que todavia no han accedido al
concepto de "dolor" (Fitzgerald, 1987). Por lo tanto, durante el
desarrollo de esta tesis, se consideré que el término "dolor" tan
s6lo puede ser empleado metafisicamente en referencia a animales
no—humanos (véanse las discusiones de Eisemann y col., 1984;
Fiorito, 1986; Bateson, 1991), optadndose por la utilizacién del
concepto "nocicepcién® y distinguiendo entre nocicepcién actual y
nocicepcién potencial. El primer concepto estard referido a la
experiencia sensorial originada como producto de un dafic fisico
concreto (el "dolor" metafisico). Por nocicepcién potencial en
cambio, entendsremos todas aquellas experiencias sensoriales
causadas por amenazas o estimulos de peligro, esto es, estimulos

que de proseguir y concretarse podrian conducir a un dolor (el

"miedo" metafisico).
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La existencia en protozoos de cambios comportamentales en
respuesta a estimulos aversivos ha sido objeto de discusioén
(Nailtoh, 1982), pero en la clase antozooa (anémonas) ya es posible
encontrar indicios indudables de respuestas nociceptivas (Shelton,
1982) que, de aqui en mAds, estan presentes en todos los grupos,
pareciendo constituir un componente esencial de la vida animal. Al
respecto, es interesante la conjetura salvaje (sic) sugerida por
Popper, acerca del papel del "dolor" (la nocicepcién) en el

surgimiento de la conciencia (Popper y Eccles, 1985, pag. 143).

Neuromodulacién y opiaceos

Los trabajos 1iniciales sobre las bases neuronales del
comportamiento se @enfocaron sobre cuestiones anatémicas vy
fisiolégicas de circuitos relacionados con patrones sensomotores
simples. Se pensé que el conocimiento de las conecciones sinipticas
de los circuitos explicaria cémo se generan los comportamientos.
Sin embargo, ya al dilucidar los primeros circuitos neuronales se
hizo evidente que el sé6lo conocimiento del circuito no permite
predecir el comportamiento (Getting, 1988). Ahora sabemos que un
circuito determinado puede generar una variedad de comportamientos
relacionados y que la definicién anatémica de un circuito no
determina una Unica salida motora. Las entradas moduladoras y la
retroalimentacién sensorial juegan un papel fundamental en alterar
las propiedades funcionales y las interacciones sinapticas entre
las neuronas de los circuitos, esculpiendo en requerimiento de las

circunstancias, nuevos circuitos a partir de una red neural

16



anatémicamente fija (Meyrand y col., 1991; Harris-Warrik, 1988;
1988). Por ello, ha surgido en a#os recientes un gran interes por
la neuromodulacién del comportamiento, aunque la definiciodon precisa
de "accién neuromoduladora" sea todavia sujeto de debate. El punto
exacto en donde un neurotransmisor se hace neuromodulador y un
neuromodulador se hace una hormona es dificil de establecer
{Kavaliers, 1989). No obstante, los neuromoduladores pueden ser
conceptualmente diferenciados de los neurotransmisores clasicos
sobre la base de Ia naturaleza y duracién de su accién. El efecto
de los neuromoduladores es mas global y prolongado que el de los
neurotransmisores, los que actuan por periodos breves dentro del
espacio sinaptico (lversen, 1986). Se ha propussto que los
neuromoduladores modifican lé accion de los neurotransmisores,
aumentando la diversidad y flexibilidad de la comunicacién
intracelular. A nivel celular, el efecto modulador podria
involucrar la facilitacién o la inhibicién en sitios pre y post
sinapticos (Kaczmarek y Levitan, 1987; Bloom, 1988).

Algunos mecanismos transductores y sistemas de segundos
mensajeros que asisten la accidén moduladora, han mostrado ser
virtualmente idénticos en vertebrados e invertebrados (Lothshaw y
col., 1986; Kavaliers, 1989). Particularmente en crusticeos, se han
llevado a cabo extensas investigaciones sobre la modulacién de
comportamientos simples de origen central y de patrones generadores

centrales. Entre sllos, se cuentan los trabajos sobre la modulacién

de la locomocién (Chrachri y Clarac, 1987; Martinez y col., 1988),
de los movimientos estomacales (ej., Meyrand, 1991), del latido
cardiaco (ej., Miller y col., 1984) y de especial interés, los

trabajos sobre la modulacién de la sensibilidad sensorial en el
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reflejo de escape del langostino (ej., Glanzman y Krasne, 1983;
1986, Bustamante y Krasne, 1991) y los elegantes trabajos sobre la
modulacién del sistema postural de la langosta (véase la revisién

de Kravitz, 1988).

Al presente, se han reunido evidencias suficientes de que los
péptidos opiiceos participan en la modulacién de la nocicepcién a
estimulos aversivos y estresantes, tanto en vertebrados (Bodnar,
1986; Amit y Galina, 1986; 1986a) como en crustdceos (Maldonado y
Miralto, 1882; Maldonado y col., 1989; Lozada y col., 1888), en
insectos (Zabala y Gomez, 1991) y en moluscos (Kavaliers, 1987;
1988; 1989; 1992). La administracién de pequefias cantidades de
péptidos opidceos endégenos (endorfinas, encefalinas o dinorfinas)
o de agonistas narcéticos exdégenos tales como la morfina, tienen
efecto antinociceptivo. Los antagonistas opidceos tipicos tales
como el naloxono, suprimen ese efecto y en algunos casos producen
hiperalgesia (Fanselow, 1987).

Una serie de trabajos realizados sobre diferentes especies de
crustaceos analizando la modificacién de la respuesta
comportamental por la administracién de opiadceos, preanuncidé la
presencia de esas sustancias en este grupo (Maldonado y Miralto,
1982; Quackenbush y Fingerman, 1884; Martinez y col., 1886; 1988;
Lozada y col.,1988; Maldonado y col.,1989; Romano y col.,1990).
Contemporaneamente, otros investigadores, recurriendo a la
utilizacién de métodos inmunocitoquimicos, encontraron reactividad
opidcea en el tejido nervioso de crustaceos (Mancillas y col.,
1982; Fingerman y col., 1985; Jaros y col., 1985; para una completa

revisién véase Jaros, 1990). Sin embargo sélo recientemente, con
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los trabajos de purificacién, aislamiento y posterior secuenciacién
realizados en tejido nervioso del cangrejo Carcinus maenas (Rothe
y col., 1991; Luschen y col., 1991), fue posible tener la certeza
de la presencia de opidceos endégenos en crustaceos. Los resul tados
de estos trabajos revelan una identidad estructural completa entre
la met- y la leu-encefalina (dos representantes de la familia de
compuestos opidceos) de mamiferos y las del cangrejo.

En vista del origen polifilético de los invertebrados y puesto
que es extremadamente dificil que mecanismos moduladores idénticos
puedan haber surgido en varios phyla independientemente, todo
sugiere que la modulacién opiidcea de las respuestas nociceptivas

estaria presente desde un estadio temprano en la evolucién.

Analgesia inducida por estrés

A los fines de la supervivencia, particularmente en un medio
ambiente hostil, parece obvio suponer que los animales son capaces
de detectar y reaccionar a cualquier estimulo nociceptivo. Por
ello, el descubrimiento de que la exposicién a estimulos nocivos,
estresantes o tan sélo novedosos, puede conducir a la supresién de
la nocicepcién, resulta paradéjico a la vez gque de gran
significacién. Este fenémeno, descripto hace casi dos décadas
simul tdneamente por tres laboratorios diferentes (Akil y col.,
1976; Hayes y col., 1976; Rosecrans y Chance, 1976) se conoce hoy
como SIA (sigla inglesa de analgesia inducida por estrégs). Las
hipétesis mas frecuentes con respecto a la naturaleza de los

mecanismos que asisten al SIA proponen que es mediado a través de

19



la liberacién de opidceos endégenos que actuarian sobre receptores
en el sistema nervioso central (Basbaum y Fields, 1984; Fanselow
y col., 1991).

Diversos autores, basindose en resultados de experimentos de
SiA llevados a cabo en mamiferos, sugieren que la regulacidén de la
nocicepcidén no seria la uUnica ni la principal consecuencia de la
activacion de este sistema. En efecto, otros cambios
comportamentales no muy notables aunque significativos, parecen
acompafiar la respuesta utilizada para caracterizar la analgesia.
Tales cambios involucrarian alteraciones sutiles relacionadas con
los estados de atencién, orientacién, alerta, etc. (Amir y col.,
1980; Amir y Amit, 1987; Hayes y Katayama, 1986; Guilbaud, 1991).

Dado que la analgesia parece~ser una consecuencia ineludible
del estrés, seria de notable valor adaptativo que ella pasase a
formar parte de la experiencia del individuo. Y en efecto, muchos
resul tados sugieren que la SIA podria ser condicionada a las claves
contextuales del medio que estuvo asociado con una situacién de
dafio o peligro, y que esta analgesia condicionada estaria mediada,
tanto en mamiferos como en otros grupos, por opidceos endégenos
(Kincheck y col., 1984; Fanselow, 1984; Fanselow y col., 1991).

Por estar relacionado con este tema, y por hacerse referencia
a &l en diversos pasajes de esta tesis, resulta oportuno presentar
aqui, sucintamente, el modelo propuesto por Fanselow (1986),
denominado recuperativo-defensivo-perceptual (PDR en la sigla
inglesa) y basado en experimentos en los que se emplea el paradigma
de miedo condicionado (Sigmundi y col., 1980). Se parte de la
premisa que los mecanismos de analgesia opidcea Jjuegan un papel

critico en los comportamientos de defensa antipredadores. En el
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centro del modelo estd lo que el autor llama el sistema defensivo
motivacional: una red neurofisiolégica que es la responsable de
seleccionar la respuesta defensiva apropiada ante un estimulo de
peligro (en el caso de la rata, podrian citarse, como ejemplo, dos
respuestas defensivas antitéticas: la huida o el congelamiento,
esta uUltima consiste en la adopcién de una postura criptica de
retraccidén e inmovilidad). Los estimulos de peligro entran en dos
categorias: estimulos de peligro innato (la presencia de un gato,
siempre en el ejemplo de la rata) y estimulos de peligro aprendido
(estimulos inicialmente neutros, como el contexto de una caja
experimental, gque son luego asociados ©por condicionamiento
pavloviano con una experiencia negativa, ej. choques eléctricos
recibidos en ese lugar). Dicha secuencia puede representarse eﬁ
estos términos:
estimulo de sistema Y reaccién defensiva
peligro defensivo especifica

y constituye lo que llamariamos el nivel nociceptivo potencial del
modelo, pues se concibe ademds otra secuencia, desencadenada por
estimulos nociceptivos actuales. Estos estimulos no activan el
sistema defensivo sino que provocan comportamientos reflexivos, y
si llegan a producir un dafioc tisular, inducen comportamientos mas
complejos de recuperacién (ej. lamido de la herida). Esta otra

secuencia puede representarse asi:

-—d respuestas reflejas
estimulo detector
nociceptivo - nociceptivo
actual de intensidad
=) comportamientos
recuperatorios
y constituye lo que llamariamos el nivel nociceptivo actual del
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modelo. Estos dos niveles son concebidos como mecanismos que sirven
a funciones biolégicas muy diferentes, una de defensa y otra de
recuperacién, y podrian ser considerados como integrando sistemas
independientes. Sin embargo, el modelo propone dos puntos
importantes de 1interaccién entre estos sistemas. Primero, un
estimulo nociceptivo actual puede asociarse con un estimulo neutro
que se convierte asi en estimulo nociceptivo potencial y activa la
defensa; segundo, la activacién del sistema de defensa provoca, a
su vez, la activacidén de un proceso opiadceo endégeno que reduce la
percepcién de los estimulos nociceptivos actuales, disminuyendo de
este modo los comportamientos recuperatorios. Fanselow (1984) ha
planteado el valor adaptativo de esta accién analgésica, partiendo
de la i1dea de que si, ante la presencia de un predador, el animal
continuase comprometido en actividades recuperatorias, se haria
imposible el despliegue de las reacciones defensivas especificas.
Ademas, como consecuencia del debilitamiento en la percepcién
nociceptiva, s® supone una reduccién en la capacidad de
condicionamiento. En ese sentido se demostr6, en experimentos con
ratas, que la asociacién entre el gabinete experimental y el choque
eléctrico, puede ser reforzada por efecto de la administracién de
naloxono (un tipico antagonista opidceo). El hecho se explica
porque al antagonizar el efecto de los opiaceos endégenos, el
naloxono aumenta la percepcién del estimulo aversivo como si se
tratase de un aumento en la intensidad del choque (Fanselow, 1981,

1987, 1991).,

Un requisito que parece ser indispensable para la induccién

de SIA de tipo opidcea es el aprendizaje de la inevitabilidad (dsl
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inglés learned helplessness). Cuando una situacién aversiva
sostenida es comportamentalmente incontrolable, podria ser
adaptativo substraerse a esa situacién y conservar energia hasta
que aparezca la posibilidad de controlarla. Se ha argiido que la
activacién del sistema opidceo tiende a funcionar para conservar
energia en una variedad de situaciones de emergencia (Margules,
1979). Al respecto, la disminucién de la sensibilidad y reactividad
nociceptiva favorecerian el estado de abstraccion ante situaciones
aversivas 1inescapables. Por otro lado, si la situacién es
comportamentalmente controlable, seria mas beneficioso actuar que
substraerse. En este sentido, Maier (1986) ha encontrado que el
aprender que un evento nocivo es incontrolable, podria ser un

determinante critico de los procesos de analgesia opiacea.

Ademds de la vasta literatura dedicada al SIA en vertebrados
(para una extensa revisién véase el volumen editado por Kelly,
18868), existen al menos dos trabajos que prueban sin duda la
existencia de este fenémeno en invertebrados (Kavaliers, 1987;

Valeggia y col., 1989).
El cersbro de los decapodos
Organizacién estructural

Al igual que en la mayoria de los artrépodos, el cerebro de
los crustdceos decdpodos, se encuentra estructuralmente organizado
en neuropilos, es decir, en &reas discretas asociadas con vias

nerviosas aferentes y eferentes. Sin embargo, hay algunos
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neuropilos que contienen gran numero de neuronas Yy no estan
directamente asociados con vias de entrada o salida; la funcién de
estos nucleos es escasamente comprendida (Sandeman, 1850).
Existen tres divisiones principales en el cerebro: 1) EI
protocerebro, que comprende dos lé6bulos laterales (l6bulos épticos)
contenidos en los pedunculos oculares, y una regién medial formada
a su vez por cuatro l6bulos y un &rea especilalizada conocida como
cuerpo central. En los lébulos épticos se distinguen cinco
neuropilos: lamina, médula externa, médul a interna, médul a
terminalis y cuerpo hemiel ipsoide, ocupando una importante porcién
del cerebro. Esta preponderancia de los l6bulos épticos es en parte
debida, probablemente, a que se requiere un gran procesamiento para
transformar cambios de intensidad de luz sobre los fotorreceptores
en medidas de velocidad, direccién y tamafio de una imagen en
movimiento. Cerca de la médula terminal ss ubica el sistema
glandula del seno-érgano X, una sstructura neurosecretora fuente
de muchas de las neurchormonas conocidas de crustaceos. 2) ElI
deutocerebro, que recibe entradas de las anténulas, consta de los
l6bulos ol fatorios y paraol fatorios, los neuropilos antenulares y
los lo6bulos accesorios. 3) El tritocerebro incluye &1 nsuropilo

tegumentario y los lébulos antenalses.

Organizacioéon funcional

De acuerdo a Sandeman (1990), dentro del continuo de la

organizacién funcional desde 1o simple a lo complejo, los

comportamientos en el cerebro pueden considerarse ordenados en tres
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niveles:

Nivel 1: contempla las acciones en las que un estimulo
relativamente simple resulta en una respuesta que involucra siempre
el mismo grupo muscular. El numero de neuronas participantes es
pequefio; las latencias son cortas, lo que implica un vinculo
directo sin la participacién de interneuronas entre la entrada
sensorial y la salida motora; el movimiento s en una direccién
particular; y la intensidad es el unico grado de libertad. Un
ejemplo de accién a este nivel es el reflejo de retraccién del ojo
en el cangrejo (Abramson y Feinman, 1987).

Nivel 2: las acciones a este nivel pueden ser definidas como
aquéllas en las cuales el estimulo es recibido por receptores
contenidos en 6rganos sensoriales complejos (est;tocistos, ojos,
etc.), que proveen una sefial que cualitativa y cuantitativamente
determina la naturaleza de la respuesta comportamental. Esta puede
incluir la participacién de diversos sistemas motores actuando

conjuntamente y controlados por retroalimentacién, pudiendo ser

influida por diferentes entradas sensoriales. Ejemplos de
actividades a este nivel son: 1a respuesta de movimientos
compensatorios de los psdunculos oculares, la reaccidén optomotora,

y la respuesta de escape ante estimulos visuales de peligro. Un
indicio que ilustra la naturaleza multimodal de este tipo de
respuesta, estd dado por la extensidén de los campos sinapticos de
las neuronas motoras oculares que abarcan el protocerebro medial,
el deutocerebro y el tritocerebro. Las respuestas de este nivel
pueden variar en su intensidad de acuerdo al estado de alerta del
animal y proporcionan un excelente modelo para explorar la accién

de sistemas moduladores en el cerebro (Erber y Sandeman, 18380).
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Nivel 3: las acciones se definen como aquellas que no
requieren el mantenimiento de un estimulo externo para su
continuacién. La iniciacién del comportamiento parece provenir del
propio animal, aunque es posible establecer condiciones bajo las
cuales éste ocurra con mayor probabilidad. Se hallan involucrados
muchos sistemas aferentes y motores. Un buen ejemplo lo constituye
la actividad de exploracién, en la que se ven comprometidos al
menos los receptores visuales, tactiles y gustativos (Dimant y
Maldonado, 1992; Hermitte y Maldonado, comunicacién personal).

Varju y Sandeman (1989) investigaron la actividad exploratoria
en el langostino Cherax sp., y llegaron a la interesante conclusién
de que oste animal es capaz de construir un mapa espacial del medio
que lo circunda. ~A medida que progresan las excursiones
exploratorias de Cherax desde su refugio, la distancia y direccién
de determinadas marcas del ambiente conducirian a la formacién y
templado de un mapa espacial en su cerebro. Un cambio posterior en
la topografia seria entonces percibido como un desajuste entre las
posiciones de las marcas del mapa espacial almacenado,
constituyendo un fuerte estimulo que conduciria a respuestas
comportamentales del tipo de las descriptas en el primer y segundo
nivel. La capacidad de construccién de tales mapas es bien conocida

en las abejas forrajeras (Cartwright y Collett, 1987).

La observacidn de que hay comportamientos que son
temporalmente compatibles (ej. desplazarse y forrajear) y otros
temporalmente incompatibles (ej. copular y escapar), ha conducido
a una serie de hipbétesis en torno a las interacciones de diversos

comportamientos. Asi, en base al modelo de los patrones fijos de
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comportamiento liberados en respuesta a estimulos especi{ificos
(Lorentz, 1950) y al hecho de que la activacién de un
comportamiento produce muchas veces la supresién de otro, surgié
la idea de 1la inhibicién mutua entre centros que controlan
comportamientos distintos (Timbergen, 1951; Lorentz 1982). Sobre
este particular, los crustaceos han acreditado ser un excelente
modelo de estudio como lo demuestra 1la abundante bibliografia
(véanse revisiones en @l volumen Frontiers in Crustacean
Neurobiology, 1920). El tema en este grupo ha recibido tratamiento
desde enfoques tan diversos como la teoria de costo y beneficio
(Formanowicz y Brodie, 1988; Scarratt y Godin, 1992), la simulacion
por computadora (Edwards, 1991), y estudios de correlaciones
coﬁportamentalas farmacolégicas y electrofisiolégicas (Krasne y
Lee, 1988; Glanzman y Krasne, 1983; Bustamante y Krasne, 1891). En
este Ultimo tipo de enfoque, se pone en evidencia el papsl
fundamental que les compete a los neuromoduladores en la regulacién
de las interaccionss entre los diferentes comportamientos (Meyrand

y col.,, 1991; Harris-Warrik, 1989).

Respuesta de escape a estimulos visuales en cangrejos

Cualquier persona que camine por una playa habitada por
cangrejos puede percatarse del grado de alerta que ostentan estos
animales. En efecto, los cangrejos, especialmente los
semiterrestres, poseen un sistema visual altamente desarrollado y
despliegan una rapida reaccién de huida ante un objeto que se

aproxima (Nishimoto y Herrnkind, 1978; Woodbury, 1986; Nalbach,
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1990a). Como resultado de trabajos comportamentales de campo y de
laboratorio con dos especies de cangrejos filogenética vy
ecolégicamente poco relacionadas, Heloecius cordi formis y
Pachygrapsus marmoratus, Nalbach (1887; 1980) arribé a la
conclusién de que el parametro critico del estimulo para evocar la
reaccién de escape es el aumento del 4&ngulo subtendido por el
objeto que se acerca. Esto es as{ en ambas especies pese a las
diferencias en el disefio de sus ojos (Zeil y col., 1986).

Hace mas de 25 afos, en una admirable serie de trabajos en
los que registraba potenciales evocados en el nervio éptico de
crustaceos, Wiersma describié la topografia funcional del ojo,
clasificando las células de acuerdo al tipo de estimulo luminico
al que respondian y a su campo receptivo (Wate;man y Wiersma, 1963;
Wiersma y Yamaguchi, 1966; 1967; 1967a; Waterman y col., 1864).
Uno de los grupos de <clasificacién correspondidé a células
detectoras de movimiento cuya respussta se habituaba a la
estimulaciéon repetida (Wiersma y York, 1972; Labhart y Wiersma,
1976).

Avanzando en esta linea, Nalbach (1990) realizé registros
electrofisiolégicos de potenciales evocados por objetos en
aproximacién, en el cuerpo celular de neuronas de la lamina, médula
externa y médula interna. Estos y otros experimentos (Glantz, 1877)
revelaron la existencia de células detectoras de movimiento o
"células reflejantes" (del inglés looming cells; Horridge, 1986)
ubicadas en la médula interna. Dichas células responden al mismo
parametro critico del estimulo encontrado para la respuesta de
escape, y poseen un campo receptivo restringido que les permitiria

codificar la direccién de aproximacién del objeto. Ademas, poseen
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la capacidad de habituarse durante la estimulacién repetida,
recuperando su respuesta cuando el objeto se aproxima desde un area
diferente (Nalbach, 1990; Glantz, 1977) en modo similar a como lo
hace la respuesta de sscape (Brunner y Maldonado, 1988; Lozada y
col., 1990). Posiblemente, estas células correspondan a algunas de
las células detectoras de movimiento estudiadas hace afios por
Wiersma y sus colaboradores.

Nalbach (1887; 1880a) encusntra ademas, que la direccioén del
escape esta gobernada por dos tendencias que se sumarian en forma
vectorial: una de alejamisnto del objeto que se acerca y otra de
acercamiento hacia un refugio u otro objetivo definido. Con todos
estos antecedentes, propone un ssquema circuital para explicar el
mecanismo de deteccién de aproximacién de un objeto y evocacién de
la respuesta de escaps. La idea basica es que la aproximacién es
detectada por el aumento de las lineas de contorno del objeto en
el tiempo. Para extraer esta informacidén, detectorses de movimiento
sensibles a la direccién podrian encontrarse integrados
espacialmente de modo de generar sefiales proporcionales al numero
de omatidios estimulados. Cada sefial, que saldria del conjunto de
células detectoras con un retardo de tiempo, sufriria una
sustraccién, resultando en una sefial proporcional al cambio en el
namero de detectores locales estimulados. Una integracién temporal
posiblemente llevaria a un nivel de excitacién supraumbral en las
coelulas reflejantes y operaria la respuesta de escape. Dado que el
cambio en el numero de detectores locales estimulados es
proporcional al cambio instantaneo en la longitud del contorno del
objeto, la integracién temporal resul taria en una sefial

proporcional al cambio en el tamafio angular del objeto, que es
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exactamente el pardmetro critico del estimulo que inducs la

respuesta de escape.

Chasmagnathus granulatus

El animal y su medio

Chasmagnathus granulatus, pertenece a la familia Grapsidae y
es un representante tipico de los que se conocen como cangrejos
semiterrestres. Estos cangrejos posesn un elevado desarrollo del
sistema visual, suelen ser de reacciones rapidas vy gctivos
corredores. Por su habito de respirar fuera del agua, y en el caso
particular de Chasmagnathus por ser ademas un animal eurihalino,
las condiciones de mantenimiento y experimentacién en el
laboratorio son sencillas.

El gran numero de cangrejos que suele encontrarse en las
marismas (pantanos salobres) originé el apelativo cangreljal,
adoptado en varios paises por los estudiosos de estos ecosistemas.
La especie Chasmagnathus granulatus habita en estuarios de
sedimento areno-lodoso, desde Rio de Janeiro (Brasil) hasta el
Gol fo San Matias (Argentina). Los individuos cavan sus propias
cuevas en el horizonte mesolitoral superior y supralitoral, ocupado
por una densa vegetacion de Spartina densiflora y Spartina
alterniflora, alcanzando una densidad de 120 cangrejos por m?
(Botto e Irigoyen, 1979). De habitos gregarios, se trasladan hacia
el mesolitoral inferior e infralitoral durante determinadas horas

del dia (Bond-Buckup y col., 1980; Olivier y col., 1969 1). Su

30



régimen es de tipo omnivoro-detritivoro, al imentandose
principalmente de restos vegetales , caracteristica que tambieén
facilita su mantenimiento en cautiverio. Entre sus predadores
naturales se encuentran las gaviotas, especialmente la gaviota
cangrejera Larus belcheri (Olivier y col.,1869 [1), la corvina

rubia Micropogon opercularis y la corvina negra Pogonias chromis.

Antecedentes experimentales

En afios recientes, probablemente debido a la facilidad de su
obtencién en gran cantidad y a la sencillez de su mantenimiento en
el laboratorio, Chasmagnathus ha sido objeto de intensa
investigacién. Asi por ejemplo, Rodrigusz y col. (ej., Rodriguez
y Lombardo 1991; Rodriguez y Amin, 1993) han estudiado el efecto
de agentes téxicos sobre el metabolismo energético; Santos y col.
(1888; 1991) han 1investigado las adaptaciones metabdélicas en
relacidén con los mecanismos de regulacién de glucosa en hemolinfa;
y nuestro grupo se ha concentrado sobre aspectos de fisiologia
comportamental.

De los diferentes paradigmas de aprendizaje estudiados en
Chasmagnathus, el de habituacién a un estimulo de peligro ha
arrojado resultados bastante inesperados. De hecho, aungue un
objeto pasando por sobre el cangrejo provoca inmediatamente una
rdpida respuesta de escape, sugiriendo que este estimulo es
interpretado como el ataque inminente de un predador (Hiatt, 1948),
la respuesta de huida se habitua rdpidamente (Brunner y Maldonado,

1988) y por largo tiempo (ej., Lozada y col., 1990). Los primeros
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resul tados de nuestro laboratorio mostraron que 15 presentaciones
repetidas de una pantalla rectangular opaca movida horizontalmente,
con una duracién de 9 seg. por ensayo y un intervalo de 3 min.
entre ensayos, producen una clara disminucién de la respuesta de
escape que persiste 24 horas. Resultados recientes muestran que
entrenamientos aun mads breves pueden inducir una memoria de mas
larga duracién. En efecto, un entrenamiento de 5 min. con 30
ensayos sin intervalo, induce una habituacién de la respuesta que
dura al menos 3 dias. Este hecho estd en desacuerdo con el concepto
segun el cual la habituacién de largo término sé6lo puede observarse
en invertebrados después de una estimulacién prolongada y continua
(ej. Humphrey, 1933; Harris, 1943; Hinde, 1970). Ademds, una
adquisicién tan rapida y una persistencia tan prolongada de la
respuesta habituada a una sefial que presagia el ataque de un
enemigo, parece no compadecerse con la nocién de que la habituacidn
de escape constituye un delicado compromiso entre la satisfaccién

de necesidades conflictivas para el animal (ver pag. 14).

Una serie de resultados de nuestro laboratorio han puesto de
manifiesto la existencia de opidceos endégenos en Chasmagnathus.
En efecto, la administracién de morfina provoca la reduccién, en
forma dosis-dependiente y naloxono-reversible, de la respuesta
defensiva a un estimulo nociceptivo actual, un choque eléctrico
(Lozada y col., 1988). Asimismo, dosis equivalentes producen,
también en forma especifica, la reduccién de la respuesta de escape
ante un estimulo nociceptivo potencial, un objeto pasante por sobre
el animal (Maldonado y col., 1989). Mientras e! primer resultado

es consistente con el bien conocido efecto analgésico de esta
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droga, el segundo estid en contra del punto de vista generalmente
aceptado de que los opidceos no tienen efecto sobre la reactividad
a estimulos de amenaza o peligro (Fanselow, 1984; Fanselow, 1986;

Warren e lson, 1982).

Con estos antecedentes experimentales, se comenzé a indagar
sobre la posible participacién de un mecanismo opiaceo en la
habituacién a estimulos de peligro en Chasmagnathus. Se encontréd
entonces que el pretratamiento con naloxono posee un efecto
incremental sobre la respuesta de escape que emerge a medida que
progresa la presentacién iterativa del estimulo, retardando la
habituacién (Romano y col.,1990). Para la interpretacion de este
resultado, se apeldé al modelo tedricu propuesto por Davis y File
(1984) segun el cual, una modificacién en la pendiente de la curva
de habituacién es indicativa de que la droga en estudio actua a
nivel de la habituacidén intrinseca, mientras que, un desplazamiento
paralelo de la curva representa la accidén de la droga sobre un
sistema modulador. De ahi{ entonces que la mencionada accién del

naloxono deberia adscribirse a la primera causa, es decir, a un

retardo en el decremento de la respuesta atribuible a una
interferencia sobre la depresién sinaptica (Kandel, 1978; Wine y
Krasne, 1982). Sin embargo, los autores postulan una hipdétesis

alternativa, con la que interpretan los resultados por la accién
sobre un sistema modulador. De acuerdo con ésta, luego de unos
pPOCOsS ensayos en una sesidén de estimulacién con una figura pasante,
se activaria en Chasmagnathus un mecanismo opiadceo endégeno que
contribuiria a la reduccién de la respuesta. El naloxono, por

blogqueo sobre este mecanismo, aumentaria la reactividad a los
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estimulos subsiguientes. Debido al retardo en la activacion del
sistema opidceo, debe esperarse un cambio en la pendiente de la
curva de respuesta, a pesar de que el naloxono actle alterando un
sistema modulador y no la habituacién intrinseca. Claro estid que
la posible accidén moduladora opiadcea contribuiria, pero no
explicaria totalmente el proceso de habituacién a corto término.
Otro resultado indicativo de la activacién del sistema opiaceo
de Chasmagnathus durante la presentacién iterativa de un estimulo
de peligro lo ofrecen Valeggia y col,. (1989 . En estos
experimentos, dicha estimulacién provoca un efecto inhibitorio
transitorio sobre la subsiguiente respuesta de escape a diferentes

estimulos que es revertido por naloxono.

Una pregunta inquietante que surge de estos resultados es si
los efectos de la administracién exdégena de morfina o de la
activacién del sistema opidceo endégeno, sobre las respuestas a los
estimulos de peligro, son debidos a un efecto periférico, es decir,
a una accién a nivel de la entrada sensorial o la salida motora,
0 se deben a una accion a nivel del sistema nervioso central.
Sobre las bases de los antecedentes teéricos y experimentales
mencionados hasta aqui, la busqueda del posible valor adaptativo
que tendria para Chasmagnathus tan rapida y persistente habituacion
a un estimulo de peligro y el papel que en ésta le compete al
sistema opidceo endégeno, ocupé el centro de nuestra atencién y el

motivo de esta tesis.
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Hipdtesis

a)

b)

La hipétesis que inspira la presente tesis con el cangrejo

Chasmagnathus granulatus se sintetiza a continuacién.

El mecanismo de percepcién por el cual un estimulo visual
induce una respuesta de escape, podria ser concebido como
un esquema circuital en donde ciertos cambios de
intensidad de luz sobre los fotorreceptores, relacionados
con la velocidad, forma, tama%o y demds caracteristicas
de un objeto que se mueve en el campo visual del
cangrejo, serian decodificados e "interpretados™ por el
sistema, como el preanuncio de wun hecho que puede
comprometer su integridad. Tal interpretacién activaria
diferentes estrategias comportamentales, entre ellas la
respuesta de escape. En dicho circuito nsuronal, las
sefiales de peligro (ej. objeto acercandose) se hallarian
innatamente "conectadas"™ con un significado negativo

(dafio actual) para el animal.

La presentacién reiterada de un estimulo de peligro, cuya
consecuencia "esperada" (el dafio causado por el ataque
de un predador) nunca se concreta, conduce a un proceso
de habituacioén. El animal aprenderia que esa sefial no se
corresponde con su significado innato de amenaza, por lo

que deja de escapar.
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c)

d)

El proceso de habituacién activa un mecanismo opiaceo
endégeno cuyo efecto observable es acelerar el decremento
de la respuesta. La accién de los opidceos se ejerceria
a nivel central y el efecto inferido de dicha accién
consistiria en un debilitamiento del vinculo entre el

estimulo visual de peligro y su significado innato.

El resultado comportamental de la accién opiadcea endédégena
durante el proceso de habituacién, asi como el proceso
en su conjunto, especialmente la rapidez con que se
adquiere la habituacién de la respuesta y su notable

persistencia, tendrian valor adaptativo.

36



Ob jJetivos

Tomando en consideracién los modelos y datos bibliograficos
citados en la introduccién y la hipétesis de trabajo mencionada,
los objetivos de esta tesis abarcan aspectos causales préximos y
ultimos del fendémeno de habituacidén a un estimulo visual de peligro

en el cangrejo Chasmagnathus granulatus.

Causas préximas:

1 Investigar si el sustrato neuronal de la accién opiacea

es central o periférico.

2 Evaluar si los opidceos intervienen en la via intrinseca
de habituacién o si actdan como moduladores sobre ese
proceso.

3_ Poner a prueba la hipétesis de que los opidceos debilitan

la conexién entre las sefiales visuales de peligro y su

significado innato.

Causas Ul timas:

4 Estudiar, on relacién a las condiciones ecolégicas, la

importancia que reviste para Chasmagnathus tan rapida y
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profunda habituacién, asi como la participacién del
sistema opidceo en el proceso. En definitiva, evaluar el

posible valor adaptativo de tal fenémeno.
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Materiales y metodos generales

Animales

Los sujetos experimentales empleados en esta tesis fueron
cangrejos machos de la especie Chasmagnathus granulatus,
recolectados con mediomundos en las rias de San Clemente del Tuyu
y transportados al laboratorio en gabinetes disefiados a tal fin.
En los experimentos se utilizaron animales de entre 2,8 a 3,0 cm.
de ancho de caparazén, a excepcién de los experimentos en donde se
indiquen expresamente otros tamafios. El peso humedo promedio (X)
de esta categoria de tamafo, calculado desde 60 animales, fué de
14,9 gr. con un error estandar (EE) de 0,2. En el laboratorio, los
cangrejos fueron alojados en cubas plasticas (35 x 48 x 27 cm.) con
2 cm. de agua proveniente del lugar de recoleccién de los animales,
a razén de 35 sujetos por cuba, en una sala especial (el
cangrejario). En dicho ambiente los animales se mantuvieron bajo
un ciclo de 12-12 hs. luz-oscuridad en un rango de temperatura
controlada entre 19-24 9oC. La alimentacion consistiéo en pellets
para conejos suministrados cada 3 dias. E! agua era siempre
renovada luego de 4 hs. del comienzo de la ingesta.

Chasmagnathus puede ser capturado durante todo el afo. Sin
embargo la intensidad de su respuesta de escape disminuye
drasticamente a finales del invierno y durante la primavera. Por
lo tanto, los experimentos con esta especie se realizaron entre los
meses de diciembre y agosto, es decir durante el verano, otofio y

buena parte del invierno austral.
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En una serie de experiencias realizadas en ltalia, se trabajé
con cangrejos machos de la especie Pachygrapsus marmoratus, el
cangrejo europeo de las rocas. Estos eran capturados en el golfo
de Napoles por el servicio de pescadores de la Stazione Zoologica
di Napoli, Instituto donds se realizaron todos los experimentos con
Pachygrapsus que se describen en esta tesis. Los animales fueron
clasificados en tres categorias de acuerdo al ancho de sus
caparazones como se indica mas adelante. En el Instituto, los
cangrejos fueron alojados en cubas plasticas (40 x 50 x 25 cm.) con
2 cm. de agua de mar circulante, a razén de 40 sujetos por cuba,
en una sala especial (el estabulario). En dicha sala los animales
se mantuvieron bajo un ciclo de 12-12 hs. luz—oscur&dad en un rango
de temperatura ambiente no controlada. La alimentacién consistié
en sardinas frescas suministradas cada 3 dias.

Pachygrapsus puede también ser capturado durante todo el afio
y al igual que Chasmagnathus, la intensidad de su respuesta de
escape disminuye drasticamente durante el invierno y la primavera.
En esta especie entonces, los experimentos se realizaron entre los
meses de mayo y noviembre, es decir a finales de primavera vy

durante el verano y otofio boreal.

Todos los experimentos fueron conducidos durante la fase
luminosa del ciclo diario, dentro de las 2 primeras semanas del
arribo de los animales al laboratorio. Antes de ser utilizado en
un experimento cada cangrejo era sometido a una prueba de
aceptacidn: la misma consistia en colocar al animal con el dorso
hacia abajo y controlar el tiempo que tardaba en recuperar su

posicidén habitual. La razén de este criterio de seleccién se basa
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en que, los animales gque manifiestan una lenta reaccién en este
test, muestran una baja reactividad frente a una amplia gama de
estimulos, y poco tiempo mas tarde presentan sintomas de deterioro
fisico. El porcentaje de eliminacién bajo este criterio fue menor

al 10 %. Cada cangrejo fue utilizado en un uUnico experimento.

Aparatos

Los experimentos de esta tesis han sido realizados basicamente

empleando dos equipos.

Cilindro optomotor

La Fig. 1 es una representacién del aparato, construido
expresamente para realizar las mediciones de la respuesta
optomotora que se presentan en esta tesis. En la parte a se
muestra un detalle de la pinza de sujecién del cangrejo y en la
parte b un esquema general del dispositivo. El cangrejo era
sostenido dentro del cilindro estimulador por la pinza de sujecioén.
El reborde (r) de una varilla mévil de la pinza, que era empujada
hacia adelante por una banda elastica, sujetaba rigidamente al
cangrejo contra los rebordes frontales (rfi y rf2), y le impedia
realizar movimientos con las quelas. La pinza era montada en un
sistema de crucetas (c) que permitia moverla en todas direcciones,
de modo que el animal podia ser facilmente ubicado en el centro del

tambor estimulador (T) en una posicién apropiada con respecto a la
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fotocélula (fc). Las patas del cangrejo apoyaban sobre una esfera
de telgopor de 15 cm. de diametro que, flotando sobre el agua de
una copa, podia ser rotada por el cangrejo al caminar. La razén de
esta disposicidén fue que la respuesta optomotora es mas intensa
cuando el cangrejo puede caminar que cuando se encuentra filjo
(Nalbach y Nalbach, 1987a). Todo este dispositivo se hallaba
montado sobre un disco rigido (dl1). El tambor estimulador en cambio
(diametro= 28 cm., altura= 38 cm.), se encontraba montado sobre el
disco mévil (d2), conectado directamente al eje de un motor (m) que
rotaba a una velocidad de 2 revoluciones por min. [una velocidad
angular que induce una fuerte respuesta optomotora (Horridge vy
Sandeman, 1964)1. La luz proveniente de una lampara incandescente
de 75 W. ubicada 10 cm. por encima del cilindro, alcanzaba al
animal luego de atravesar un grueso vidrio que actuaba como difusor
del calor. El patrén de estimulacidén constaba de 9 franjas
verticales negras, igualmente espaciadas sobre un fondo blanco, de
209 de ancho angular cada una. Para registrar los movimientos del
ojo, wuna banderita de aluminio (b), de 2,5 mg. de peso, era
asegurada al extremo del ojo derecho por medio de una pequefia
cantidad de cemento anaerdbico. La fotocélula posicionada con su
lado sensible hacia arriba, se hallaba fijada al soporte (s).
Moviendo la pinza correctamente se lograba colocar al animal en una
posicién tal que la bandera era mantenida apenas por encima de la
fotocélula. Los desplazamientos horizontales del ojo proyectaban
la sombra de la banderita sobre la fotocélula, induciendo cambios
de voltaje en el circuito, que luego de ser amplificados eran
procesados por una computadora. De cada experimento se obtuvo un

registro de la funcidén del desplazamiento del ojo en el tiempo,
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donde se indicaban los valores de amplitud maxima y minima en una

escala de 0 a 250.

Fig. 1__ a)Pinza de sujecion del cangrejo. b) Cilindro optomotor.
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Universal

Con este nombre se designa el equipo empleado para realizar
los experimentos de habituacién de la respuesta de escape. La
versién original que se usé en Buenos Aires consta de 40 unidades,
la réplica construida en Napoles tan sélo de 20. La Fig 2 muestra
un esquema de una unidad o actémetro.

Cada actémetro, consiste en un contenedor semiesférico de
plastico (C) con un sector central llano de 10 cm. de diametro,
cubierto con agua hasta una profundidad de 1 cm. El cangrejo es
alojado en el contenedor que esti suspendido por 3 tensores desde
una estructura de madera y se encuentra iluminado por una lampara
(L) de 10 W. ubicada 30 cm. por encima del animal. Un motor (M)
permite mover horizontalmente una figura (f) rectangular opaca (25
X 13 cm.) a través del borde superior del recipiente desde la
posicién (1) a la posicién (2) y viceversa, a una velocidad angular
que consiente realizar el recorrido completo en 2,25 seg.,
proyectando una sombra sobre el cangrejo. Los desplazamientos de
la pantalla provocan una respuesta de escape en el animal y
consecuentemente oscilaciones en el contenedor. En el fondo del
recipiente se halla una aguja sélidamente cementada que se conecta
con un elemento transductor piezoeléctrico (pe). Las oscilaciones
del! recipiente inducen, a +través del piezoeléctrico, sefiales
eléctricas proporcionales a su velocidad. Tales sefiales son
amplificadas, integradas durante el tiempo de registro (9 seg.),
y transformadas en unidades numéricas que van de O a 1020, antes
de ser procesadas por la computadora. De este modo, los valores se

encuentran proporcionalmente correlacionados con la velocidad y el
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Fig. 2_ Esyesa de un actémetro.

numero de oscilaciones del contenedor durante los 9 seg. que dura
el registro. La amplificacién de los cambios de voltaje esta
calibrada con una ganancia que hace que los valores de registro se
encuentren por debajo de las 1020 unidades. Un dispositivo de freno
permite inmovilizar el recipiente mientras se realizan las
maniobras de limpieza.

En la sala experimental los actémetros se hallan separados
unos de otros por particiones laterales (P) y por una pared

frontal. En orden a evitar un mal funcionamiento, las unidades son

45



calibradas peridédicamente unas contra otras arrojando tres bolitas
de metal al centro del recipiente durante los 9 seg. del registro.
Este test revela que existe una gran uniformidad en el
comportamiento de los actémetros (ej. X= 513 EE= 9,48 para n= 40

actémetros).

La respuesta de escape del cangrejo en el actémetro, consiste
en corridas rapidas en un 1intento por alejarse de la figura
pasante. Sin embargo, dado que la forma cdéncava de las paredes del
recipiente le impide trepar, cada carrera esta confinada al centro
llano del recipiente, de modo que la respuesta de escape durante
un ensayo aparece como una serie de huidas desde el centro hasta

la base de las paredes.

Procedimientos experimentales

Reaccién optomotora

Luego de preparados los animales eran colocados en el aparato.
El protocolo experimental consistia en un periodo de adaptacién de
15 min. seguido por 2 ensayos Ti y T2, separados por 30 min. Cada
ensayo comenzaba con el encendido de la lampara y del motor que
hacia girar el cilindro durante 2 min., tomandose el registro
correspondiente sélo al segundo minuto. La inyeccién era
suministrada inmediatamente después de Ti. Los datos de los

diferentes grupos experimentales eran tomados en forma alternada
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de manera de compensar cualquier posible efecto de la hora del dia,

o de los dias en que se realizaron los registros.

Habituacién de la respuesta de escape

Una sesidén de estimulacién comprendia un numero variable de
ensayos suministrados con 27 o 180 seg. de intervalo entre ensayos
y precedidos por 30 min. de adaptacién en el actometro. Cada ensayo
duraba 9 seg. y consistia en el pasaje de la pantalla 4 veces sobre
el actéometro, registrandose la actividad del animal durante todo
el tiempo de duracién del ensayo. Muchos experimentos constaron de
dos sesiones de estimulacién: una sesién de entrenamiento y una
sesidn de test, separadas por intervalos de 4 hs. 30 min. o de 24
hs. En las experiencias de 24 hs., los cangrejos eran alojados en
contenedores plasticos individuales donde permanecian tanto las 24
hs. previas a la sesién de entrenamiento como las 24 hs. del
intervalo entre sesiones. Los disefios experimentales incluyeron un
grupo experimental entrenado (grupo E) y un grupo control no
entrenado {(grupo 0). El primero recibia estimulacién durante la
sesion de entrenamiento, el control en cambio, permanecia en los
actometros durante el tiempo correspondiente a la sesién pero sin
ser estimulado con la pantalla pasante.

Dado que el numero de actémetros era insuficiente para correr
todos los animales de todos 10s grupos en cada experimento
simul tadneamente, fue necesario realizar réplicas. En cada una de
éstas se trabaj6é con el mismo numero de cangrejos por grupo, pero

los animales correspondientes a un mismo grupo fueron colocados en
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actometros diferentes en cada repeticién. Asi, cualquier posible
efecto de la hora del dia, de los dias o de diferencias entre los

actémetros, fue compensado.

Detal les particulares seran considerados en cada experimento.

Drogas e inyecciones

En los experimentos del capitulo Il, las inyecciones fueron
administradas a través de una aguja crénicamente implantada en el
cefalotérax a 3 mm. de profundidad, en una pequefia depresién
especificada por la confluencia de las regiones protogastrica,
mesogastrica y mesobranquial (Boschi, 1972), conectada a través de
una canula con una Jjeringa de 1 ml. sostenida por un soporte
oexterior (Fig. 1). Dicha técnica de inoculacién fue la misma que
la empleada en trabajos previos (Lozada y col., 1988; Maldonado y
col., 1989) donde se demostrd el efecto inhibitorio especifico de
la morfina sobre estimulos nociceptivos actuales y potenciales. En
los experimentos restantes en cambio, los Chasmagnathus fueron
inyectados empleando jeringas Hamilton de 1 mi., en el lado derecho
de la region metabranquial, a través de la membrana que une el
cefalotérax con el abdomen. Las agujas fueron preparadas con un
tope que permitia una penetracién de 4 mm. asegurando de este modo
qQue la solucién inyectada era liberada en el saco pericardial. EIl
cambio de técnica se explica porque en los experimentos de reaccién
optomotora el animal permanece fijo en una misma posicidén o realiza

movimientos lentos favoreciendo asi el empleo de la inyeccién por
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canula; por el contrario, con la respuesta de escape iterativa,
los frecuentes e intensos movimientos del animal complican la
utilizacién de ese sistema. Experimentos destinados a evaluar ambas
vias de administracién revelaron que no existen diferencias en los
efectos de las drogas empleadas. En el caso de Pachygrapsus, la
inyeccién les fue suministrada en un metamero toracico a través de
la membrana articular de uno de los pereiépodos, en la base de la
coxa, una via de administracién muy utilizada en cangrejos. La
razén para esta diferencia fue que se observaba una pérdida
importante por reflujo cuando estos animales eran inyectados a
través de la membrana cefalotoracico—abdominal. Las soluciones eran
preparadas el mismo dia del experimento utilizando una balanza de
alta precisién y las dosis fueron calculadas de acuerdo al peso
promedio de los animales. Las inyecciones consistieron de 100 ul.
del vehiculo (CiNa, 1,6 %) o de la solucién de la droga utilizada.
El clorhidrato de morfina fue provisto por Saporiti-Argentina y
Carlo Erba-italia; el naloxono y el acido gama—aminobutirico (GABA)

por Sigma Chemical s—USA.

Estadistica

Para evaluar la retencién de una respuesta habituada luego de
un periodo entre sesiones, el método mAs correcto consiste en
comparar el desempefio de los grupos control y experimental durante
el test (Rescorla, 1988). A primera vista, podria parecer que una
simple comparacién de la intensidad total de la respuesta basta

para obtener una evaluacién acabada del fenémeno, sin embargo, con
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oste tipo de analisis se desperdicia mucha informacién adicional
relacionada con el perfil de la curva. Por lo tanto, en aquellos
experimentos destinados a estudiar caracteristicas paramétricas de
la habituacién a largo término en especies diferentes (Capitulos
VyVl), se emplearon métodos particulares, definiéndose parametros
especiales que se describen en los siguientes parrafos.

Han sido utilizados diversos procedimientos para destacar los
parametros relevantes de la curva de habituacién. A este respecto,
Petrinovich y Widaman (1984) argumentaron convincentemente en favor
de la realtizacién del anadlisis de regresiones individuales,
obteniéndose una ecuacién lineal para cada sujeto y luego un
promedio de cada coeficiente que se utiliza como parametro para
caracterizar la curva. No obstante, una simple inspeccién de las
curvas de habituacién de los cangrejos en este trabajo, sugiere
que la regresién lineal sobre los datos de todos los ensayos de una
sesion podria ser inadecuada, debido a la existencia de una gran
porcién asintética en la curva. En consecuencia, las curvas de
habituacién de ambas especies se analizaron del siguiente modo.

Se efectuaron analisis de regresién sucesivos: el primer
analisis fue realizado incluyendo todos los ensayos de la sesién,
el segundo omitiendo el primer ensayo, el tercero omitiendo los dos
primeros ensayos, y continuando asi{ hasta que se obtenia una
pendiente que no era significativamente diferente a cero. Esta
porcién final de la curva, estadisticamente paralela al eje de las
absisas, fue considerada la porcién asintética y su valor promedio
por ensayo y por animal fue llamado valor asintético. El ultimo
ensayo de la porcién de caida y por lo tanto el primer ensayo de

la asintota, fue 1lamado ensayo limite, es decir, un ensayo
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correspondiente al punto de inflexién de la curva que probé ser un
rasgo distintivo para caracterizar el curso temporal de 1la
respuesta. Un anadlisis de regresién lineal adicional, sobre los
datos correspondientes a la porcién de caida de la curva, esto es,
desde el primer ensayo de la sesién hasta el ensayo limite,
permitié estimar con un 95% de confianza, el error estandar del
ensayo limite.

Asi, los parametros estimados para evaluar la retencién de la
habituacién de largo término en estos experimentos fueron el valor

asintético, el ensayo limite y el nivel general de respuesta.

En todos los experimentos de esta tesis se trabajé con un gran
numero de datos que fueron analizados utilizando estadistica
paramétrica. Para las comparaciones se emplearon la prueba de
Student y diversas versiones del analisis de la varianza (Anova),
seguido en algunos casos por el test de comparaciones multiples de

Duncan.
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CAPITULO I1

Accidn opiliacea central

Expesrimento 1

Para responder el interrogante acerca de si el efecto de la
morfina sobre la respuesta de escape a un estimulo visual de
peligro, es determinado por una accién a nivel central o a nivel
periférico, la posibilidad idegl seria estudiar el efecto sobre la
reaccidén de escape del cangrejo provocada por estimulos visuales
no peligrosos. Lamentablemente tal experimento parece imposible de
realizar ya que la respuesta de escape no puede ser evocada por
estimulos visuales neutros. Sin embargo, se podria emplear una
respuesta que, a pesar de no ser idéntica a la respuesta de escape,
involucrara una considerable actividad motora aun sin ser inducida
por estimulos de peligro. La respuesta que cumple con esta
condicién es la reaccién optomotora. En 1los cangrejos, ella
consiste en movimientos oculares tendientes a compensar Ilos
desplazamientos de la imagen sobre la retina generados cuando el
animal se traslada.

El experimento fue disefiado para testear el efecto de las
dosis mayores de morfina usadas en trabajos previos (ej. Maldonado
y col., 1989) y que probaron tener un potente efecto inhibitorio
sobre la respuesta de escape, aunque empleando como indicador la

respuesta optomotora evocada por un campo visual de alto contraste
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en rotacién (Sandeman, 1977). Se cuantifico el efecto de la droga
sobre la aferencia y/o eferencia del nistagmus (Erber y Sandeman,
1990) con una metodologia que ha sido reiteradamente utilizada para
evaluar la agudeza visual (Von Buddenbrock y Friedrich, 1933;

Hassenstein, 1954; Neil, 1982).

Método

El cangrejo era asegurado en la pinza de sujecién en donde se
le pegaba la banderita y se le implantaba la canula. Luego la pinza
con el cangrejo era montada dentro del cilindro y acomodada hasta
lograr una posicién que permitiese proyectar una buena sefal sobre
la fotocélula.

El intervalo entre los dos ensayos Tl y T2, correspondio al
utilizado en trabajos previos en donde la morfina administrada 30
min. antes del test mostraba un potente efecto inhibitorio sobre
estimulos nociceptivos actuales y potenciales (Lozada y col., 1988;
Maldonado y col., 18889).

Los parametros evaluados fueron la frecuencia de respuesta
(FR), medida como el numero de picos de amplitud por ensayo; y la
amplitud de respuesta (AR), medida como el promedio de la amplitud
de los picos por ensayo. En la figura 3 se puede ver un ejemplo
del tipo de registros que se obtuvieron. Para el analisis de los
datos se considero6 el porcentaje relativo de respuesta del T2 con
respecto al Tl, es decir: FR%= FR2/FR1x100, y AR%= AR2/AR1x100.
En experimentos pilotos con cangrejos no inyectados o inyectados

con solucién salina, ni la FR% ni la AR% mostraron ser

53



estadisticamente diferentes de 100%.

Se distribuyeron entonces 60 cangrejos al azar, en tres grupos
de 20 cada uno: el grupo SALINA, inyectado con el vehiculo; el
grupo MP75, inyectado con 75 ug/g de morfina; y el grupo

MP100, inyectado con 100 ug/g de morfina.

Fig . 3 __ Registro de la respuesta optomotora. Los nimeros indican los valores mdximos y sinimos en
la amplitud de los movimientos oculares.

Resul tados y discusién

Un ANOVA de un factor realizado sobre los datos de los tres
grupos no revelé diferencias significativas, tanto entre los
valores de las medias de FR% (F= 0,98) que se muestran en la figura
4, como entre los de las medias de AR% (AR%= 0,75). Por lo tanto,
ni la agudeza visual de Chasmagnathus ni la capacidad motora de sus
peduncul os oculares son significativamente afectadas por

inyecciones de morfina de hasta 100 ug/g.
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Fig. 4 __ Efecto del pretratamiento con morfina sobre ia frecuencia de movimientos de los pedinculos
oculares. La ordenada representa el promedio del porcentaje individual de variacion de la respuesta.

Este resultado demuestra que el efecto inhibitorio de 1la
morfina sobre la respuesta de escape a estimulos visuales de
peligro (Maldonado y col., 1989), dificilmente pueda deberse a un

perjuicio sobre la agudeza visual, es decir sobre la via aferente.

Experimento 2

No obstante 1los resultados del experimento anterior, la
inocuidad de la morfina sobre movimientos tan delicados como los
del peduinculo ocular, no permiten descartar completamente wun
potencial efecto sobre la capacidad motora general.

Este experimento se realizé entonces con la intencién de
investigar el posible efecto detrimental de la morfina sobre la

capacidad locomotora del animal.
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Método

Fue similar al empleado en el experimento 1 con algunas
modificaciones en el dispositivo experimental y en el
procedimiento. Un cilindro transparente de 20 cm. de alto con una
base céncava de 15 cm. de diametro dividida por 8 lineas de marca
a 459 unas de otras, reemplazé todo el dispositivo montado sobre
el disco d1 (Fig. 1b). Los pedunculos oculares del cangrejo eran
fi jados en su posicioén vertical por medio de una pequefia cantidad
de cemento anaerébico, y el animal era luego ubicado en el cilindro
transparente. De este modo, la respuesta optomotora se expresaba
ahora por la rotacidén completa del animal en su intento por
compensar los movimientos del tambor de estimulacién. El registro
se hizo por simple observacién, contabilizando el numero de marcas
de la base del cilindro que eran cruzadas por el ojo izquierdo del
cangrejo durante el segundo minuto de cada ensayo. Los resul tados
se expresaron en valores relativos del porcentaje de la respuesta
de rotacién entre T2 y T1, es decir, R%= R2/R1x100.

Se distribuyeron al azar 60 cangrejos en tres grupos de 20
cada uno: el grupo SALINA, inyectado con el vehiculo; el grupo
MP75, inyectado con 75 ug/g de morfina; y el grupo MP100, inyectado

con 100 ug/g de morfina.

Resul tados y discusién

La figura 5 ilustra los resultados obtenidos. Un ANOVA

realizado sobre los datos de los tres grupos no revelé diferencias
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significativas entre las medias de los porcentajes de rotacién.
Asi, las dosis que probaron no tener efecto sobre el nistagmus
optomotor medido por los desplazamientos del pedunculo ocular,
mostraron asimismo no afectar la capacidad locomotora medida por

la respuesta de rotacian.
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Fig . S __ Efecto del pretratamiento con morfina sobre la respuesta de rotacién. La ordenada representa

el promedio del porcentaje individual de variacion.

Los resultados de los experimentos 1 y 2 parecen descartar la
explicacién que basa el efecto de la morfina sobre la reactividad
a estimulos visuales de peligro, simplemente por una accidn
detrimental sobre la agudeza visual o la capacidad locomotora. Como
aqui se demuestra, las mayores dosis que probaron afectar la
respuesta de escape a una pantalla movida horizontalmente 30 min.
después de la inyeccién (Maldonado y col., 1989), no presentaron

efecto alguno al ser evaluadas sobre respuestas evocadas por un
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estimulo visual inocuo. Por lo tanto, podria concluirse que el
efecto de la morfina depende especificamente del tipo de estimulo
visual presentado. En otras palabras, que de las respuestas

inducidas por estimulos visuales, la morfina parece inhibir tan

s6lo aquellas que son evocadas por estimulos que sefializan algun

peligro para el animal.
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CAPITULO I 11

Efec to opiaceo modul ador

Experimento 3a

Dado que los resultados de los experimentos 1 y 2, sugieren
que la accién inhibitoria de la morfina sobre la respuesta de
escape s una accidén central, y debido a que ha sido propuesto un
mecanismo opidceo enddégeno que actuaria durante la habituacién de
corto término (Romano y col. 1990), parecié relevante investigar
los efectos del pretratamiento con morfina sobre dicho proceso. El
experimento 3 estuvo orientado a estudiar esta cuestioén.

Un andlisis de las alteraciones provocadas por la morfina en
el curso temporal de la habituacién, podia ayudar a entender los
mecanismos que subyacen a los cambios en la respuesta durante la
estimulacidén repetida. A este respecto el modelo de Davis y File
(ver pags. 10 y 33) predice que cuando el efecto de la
administracién de una droga se manifiesta por un cambio en la
pendiente de la curva respuesta-ensayo, tal efecto es debido a una
accién sobre la via refleja estimulo-respuesta. Por el contrario,
cuando el efecto se revela por un desplazamiento paralelo de toda

la curva, entonces debe atribuirse a una accién sobre un sistema

modul ador.
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Método

El aparato utilizado fue el Universal. Cada cangrejo fue
trasladado desde el cangrejario a la sala experimental e inyectado
30 min. antes del comienzo de una sesién de 15 ensayos con 27 seg.
de intervalo entre ensayos. Se distribuyeron al azar 80 cangrejos
en dos grupos de 40 cada uno: el grupo SALINA fue inyectado con el

vehiculo y el grupo MP100 con 100 ug/g de morfina.

Resul tados y discusién

La figura 6 muestra las curvas respuesta—-ensayo de ambos
grupos. El anadlisis se restringié a los 6 primeros ensayos dado
que la porcidén de caida de la curva finaliza aproximadamente en los
ensayos 6 6 7, a partir de los cuales se alcanza un nivel
asintético estable. Un ANOVA mixto de medidas repetidas (2 x 6)
realizado con estos datos revelé un efecto principal significativo
de la droga, F(1,78)= 28,8 P< 0,005; un efecto significativo de los
ensayos, F(5,390)= 90,9 P< 0,005; y una interaccién droga x ensayo
significativa, F(5,390)= 23,4 P< 0,005. Un analisis basado en las
regresiones lineales calculando la ecuacién para cada sujeto de
cada grupo, rindié una pendiente promedio de -133,9 (EE= 9,9) para
el grupo SALINA y de -50,5 (EE= 8.0) para el grupo MP100, probando
asi una diferencia intergrupal altamente significativa, t(78)= 6,6

P< 0,005.
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Fig . 6 __ Efecto del pretratamiento con morfina (100 yg/g) sobre la habituacion de corto téraino, La

ordenada representa el promedio de los valores de respuesta por ensayo.

El efecto de una dosis de 100 ug/g de morfina no se manifesto
por un desplazamiento paralelo de la curva sino que consistidé en
una pronunciada reduccidén de la pendiente de caida. Sin embargo,
este hecho podria ser el resultado de un enmascaramiento producido
por la combinacién de una fuerte accién depresiva de la dosis,
conjuntamente con un efecto de piso que limita la posibilidad de

un mayor descenso de la respuesta.

Experimento 3b

Para evaluar la posibilidad mencionada en el parrafo anterior,

se repitié el mismo experimento con una dosis mas pequefia de
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morfina. Se distribuyeron al azar 80 cangrejos en dos grupos de 40
cada uno: el grupo SALINA fue inyectado con el vehiculo y el grupo

MP75 con 75 ug/g de morfina.

Resul tados y discusién

La figura 7 muestra la respuesta de ambos grupos. El analisis

es restringido, al igual que en el experimento anterior, a los 6

primeros ensayos. La observacién de estas curvas sugiere que esta
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Fig . 7 __ Efecto del pretratamiento con morfina (75 pg/g) sobre la habituacién de corto término, La

ordenada representa el promedio de los valores de respuesta por ensayo.

dosis de morfina provoca un desplazamiento paralelo de la misma.

Un ANOVA mixto de medidas repetidas confirmé tal conclusién

revelando un efecto significativo de la droga, F(1,78)= 11,3 PK<
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0,005; y un efecto significativo de los ensayos, F(5,380)= 139,5
P< 0,005; pero sin mostrar efecto significativo en la interaccién
droga x ensayo, F(5,390)= 0,87. El! andlisis de regresién individual
realizado sobre ambos grupos manifesté una media de pendiente de
-129,5 (EE= 9,3) para el grupo SALINA contra una media de -114,9
(EE= 9,5) para el grupo MP75. Un t-test indicé que estas

diferencias no eran significativas, t(78)= 1,1.

De acuerdo a la proposicién de Davis y File, este
desplazamiento paralelo en el curso de la respuesta, como resul tado
de la administracién de 75 uyg/g de morfina 30 min. antes del
entrenamiento, seria indicativo de una accién moduladora de la
droga puesto que la habituacién de corto término, expresada por su
pendiente negativa, no seria en si misma alterada. De acuerdo a ese
modelo, deberia esperarse una misma pendiente, independientemente
de la dosis de la droga. Sin embargo, tal constancia no pudo ser
demostrada cuando se empleé una dosis de 100 ug/g, debido muy

probablemente a las limitaciones impuestas por el efecto de piso.
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CAPITULO IV

INmnNter ferencia opiacea sobre el

vincul o sefial —significado

Experimento 4

Existen al menos dos explicaciones alternativas acerca de la
accidén opiacea moduladora central propuesta en los capitulos
precedentes. Una de ellas fue expresada dentro de la hipoédtesis
general de trabajo que originé esta tesis; segun ella, el efecto
observado de la morfina seria el resultado de una interferencia en
la decodificacién de la sefial de peligro, es decir de una reduccion
en la magnitud del peligro que el estimulo visual naturalmente
sefiala. La otra posibilidad, seria que el efecto de la morfina
fuese la consecuencia de un aumento en el umbral de respuesta a
estimulos visuales de peligro, aunque sin ninguna alteracién de las
capacidades perceptivas. En efecto, esta Gltima posibilidad resulta
consistente con la impresién de gque dos estrategias diferentes
parecen ser adoptadas por los animales, de acuerdo al periodo del
afio, como respuesta al estimulo de peligro. Los cangrejos
capturados durante los meses de verano, otofio e invierno presentan
una rapida reaccién en la prueba de aceptacién (pag. 40) y suelen
ejecutar una intensa respuesta de escape ante la presentacion de

la figura pasante. Por el contrario, los animales capturados en
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primavera, a pesar de reaccionar correctamente en dicha prueba,
suelen presentar una pobre respuesta de escape. En su lugar, estos
animales responden al estimulo visual de peligro adoptando un
comportamiento de caracteristicas cripticas: una respuesta de
retraccién que consiste en apoyar el cuerpo contra el piso,
flexionar las quelas y patas caminadoras y recoger los pedunculos
oculares. Este comportamiento es observado fundamentalmente durante
los primeros ensayos y desaparece conforme progresa el
entrenamiento, sugiriendo asi que también puede habituarse. En
consecuencia, los cangrejos presentarian durante la primavera un
incremento en el umbral para la respuesta de escape, aunque sin
al teraciones en las capacidades percepiivas.

Para evaluar cual de las dos explicaciones anteriores posee
mayor valor predictivo, se realizé un experimento destinado a
investigar el efecto del pretratamiento con morfina sobre 1la
habituacion de largo término. Se hicieron las siguientes
predicciones: un resultado que mostrase una falta de habituacidn
a largo término apoyaria la hipétesis de que la morfina reduce el
significado de peligro del estimulo perjudicando la magnitud de la
estimulacién, por el contrario, un resultado que revelase retencién
y por ende adquisicién de la habituacién seria indicativo de un
efecto sobre el umbral de respuesta, ya que, aunque se manifieste
un bajo nivel de reactividad durante el entrenamiento, el estimulo
debe estar presente con toda su significacién para lograrse el
aprendizaje. El experimento 4 fue conducido entonces para estudiar

el efecto de la morfina sobre la habituacién de largo término.
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Método

El procedimiento basico fue similar al wutilizado en el
experimento 3, aunque aqui se trabajé con dos sesiones de 15
ensayos cada una, la sesién de entrenamiento y la sesién de test,
separadas por un intervalo de retencién. Una uUnica inyeccién del
vehiculo o la droga fue administrada 30 min. antes de la sesién de
entrenamiento.

Experimentos preliminares sobre grupos de animales inyectados
con solucién salina y otros con 100 ug/g de morfina y testeados
tiempo después con una uYnica sesién de 15 ensayos, mostraron que
el efecto inhibitorio desaparecia recién al cabo de 4 hs. 30 min.
Por lo tanto éste fue el periodo empleado como intervalo de
retencioén.

Se distribuyeron al azar 160 cangrejos asignados en igual
numero a cada celda de un disefio factorial 2 x 2, en donde los
factores fueron la droga (SALINA= el vehiculo, MP= 100 ug/g de
mor fina) y la sesién de entrenamiento (0= sin sesién de
entrenamiento, E= con sesién de entrenamiento). De modo que se
conformaron cuatro grupos: SALINA-O, SALINA-E, MP-O Y MP-E. Los
animales permanecieron en el aparato durante todo el intervalo de

retencidn.

Resul tados y discusién

Una comparacién entre el desempefio de SALINA-E y MP-E durante

la sesién de entrenamiento revelé un resultado similar al obtenido
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en el experimento 3a, hubo un marcado efecto inhibitorio del
pretratamiento con morfina sobre el nivel de respuesta de la sesién
de entrenamiento registrado 30 min. luego de la inyeccién. Por otro
lado, los niveles de respuesta de SALINA-O y MP-0 en la sesidén de
test no fueron significativamente diferentes, F(1,78)= 0,45; es
decir que el efecto inhibitorio de la morfina estuvo totalmente
disipado al momento del test.

La figura B8a representa la respuesta de los grupos SALINA-O
y SALINA-E durante la sesién de test. Un Anova mixto de medidas
repetidas (2 x 5) realizado sobre estos datos revelé un efecto
significativo del factor entrenamiento, F(1,78)= 17,0 P< 0,005; del
factor bloque de ensayos, F(4,312)= 227,4 P< 0,005; y de la
interaccién entreﬁamiento X bloque de ensayos, F(4,312)= 11,6 P<
0,005. El desempefio de los grupos MP-0 y MP-E se ilustra en la

figura 8b. Las curvas resultaron ser similares entre si ya que el

Anova no mostré efecto significativo ni para el factor de
entrenamiento F(1,78)= 0,96; ni para el factor de la interaccidn
entrenamiento x blogque de ensayos, F(4,312)= 1,4,

Asi, la sesibén de entrenamiento de 15 ensayos produjo una

evidente habituacién de largo término distinguible luego de un
intervalo de 4 hs. 30 min. (grupo SALINA-E). Por el contrario, la
exposicion de los animales inyectados con morfina 30 min. antes
del entrenamiento a una idéntica sesién de estimulacién (grupo
MP-E), no provocé una reduccién de la respuesta al cabo del mismo
intervalo de retencién. Esta marcada diferencia, a pesar de la
completa simetria en las condiciones de estimulacién, es

consistente con la hipétesis que atribuye el efecto de la morfina

67



RESPUESTA

RESPUESTA

sobre las respuestas de escape inducidas por estimulos visuales de

peligro, a un debilitamiento en

significado innato,

es decir,

la unién entre el estimulo y su

a una reduccidén en la magnitud del

peligro que el estimulo normalmente sefala.
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Fig. 8 _  Deseapefio de los
grupos inyectados con solucion salina (a)
y con 100 yg/g de morfima (b) 30 min.
antes de la sesion de entrenamiento,
durante la sesion de test de 15 ensayos.
La ordepada indica el promedio de los
valores acuaulados cada 3 ensayos por cada
animal. Los grupo 0 no recibieron
entrenamiento, los grupos E recibieron un
entrenamiento de 15 ensayos. Intervalo de
retencion: 4 hs., 30 min.

la habituacién de largo término,

sin embargo, aun podria deberse a un efecto decremental de la

morfina sobre el

nivel

de respuesta durante el entrenamiento y no
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a un perjuicio sobre la percepcién del significado del estimulo.
Es decir, podria suponerse que el efecto de la morfina es aumentar
el umbral de respuesta a la sefial de peligro y reducir por ende la
ejecucién de la respuesta de la que dependeria el aprendizaje.
Numerosos estudios parecen no apoyar esa hipétesis en cuanto
sostienen la nocién de que el estimulo y no la respuesta, es el
factor critico en este tipo de aprendizaje. En efecto, casos de
habituacién independiente de la respueata han sido varias veces
informados (Applewhite y col., 1969; Davis y Wagner, 1967; Peeks
y Veno, 1976), y las instancias de la habituacion subcero (Thompson
y Spencer, 1866), apoyan la proposicién de que la adquisicién puede
tener lugar aun cuando la respuesta estuviese ausente o fuertemente
deprimida durante el entrenamiento. Por lo tanto, si se lograse
evidencia experimental de que tampoco en el presente caso la
respuesta es un factor critico para adquirir la habituacién a largo
termino, podria descartarse que el efecto de la morfina sobre la
adquisicién fuese debido a un aumento en el umbral de respuesta.
Con tal propésito, resulté promisorio comparar el efecto de
la morfina con aquel obtenido empieando una droga que, sin
perjudicar la visién, inhibiera la respuesta independientemente del
tipo de estimulo visual presentado, es decir, una droga que actue
preponderantemente sobre las vias eferentes. A este fin, GABA
parecidé ser un buen candidato debido a su reconocida accién como
neurotrasmisor de las motoneuronas inhibitorias en crustaceos
(Atwood, 1982). Consecuentemente, los siguientes experimentos
fueron conducidos para evaluar el efecto del pretratamiento con
GABA tanto sobre la respuesta de escape a la estimulacién de

peligro repetida como sobre la habituacién de largo término.
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Experimento 5

El propésito de este experimento fue estudiar el efecto del

GABA sobre la respuesta de escape a un estimulo visual de peligro.

Método

Se inyectaron 160 cangrejos 30 min. antes del! comienzo de una
sesion de estimulaciéon de 15 ensayos con intervalos entre ensayos
de 180 seg. Cinco grupos de 32 cangrejos fueron formados al azar
y cada uno recibié una dosis diferente de GABA: 0,0; 0,06; 0,6; 6,0

y 60 ug/g respectivaments.

Resul tados y discusién

La figura 9 representa los niveles de respuesta de cada grupo.
El GABA produjo una reduccién dosis—-dependiente en la reactividad
de los cangrejos al estimulo de peligro. Un Anova efectuado sobre
estos datos mostré un efecto significativo de la dosis F(4,155)=
4,4 P<O,01; y el test de Duncan revelé diferencias significativas
entre el grupo de solucién salina (0,0 ug/g) y los grupos de 60;
6,0; y 0,6 ug/g de GABA (P< 0,00t; P< 0,0i; y P< 0,05;
respectivamente), pero no entre el grupo control y el de 0,06 ug/g
de GABA. Un hecho inesperado lo constituyé el gran numero de
cangrejos que pocos minutos después de la inyeccién de 60 ug/g de

GABA, se desprendian de sus quelas y algunas de sus patas. Tal
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efecto fue raramente visto con la dosis de 6,0 ug/g. Este fenomeno
de autotomia no habia sido observado previamente en nuestro
laboratorio aun cuando se utilizaron dosis altas de otras drogas
(morfina, serotonina, benzodiacepinas, inhibidores de la sintesis
proteica, etc.), lo que induce a especular sobre la posibilidad de

un efecto especifico del GABA sobre tal comportamiento.
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Fig . 9 __ Reduccidndosis dependiente de la respuesta de escape producida por la administracién de GABA.
La ordenada indica el prosedio de los valores acumulados por cada animal durante 15 ensayos. Los asteriscos sedalan
diferencias significativas entre el grupo control y cada uno de los demis grupos (test de Duncan): * P( 0,05; **
PC 0,01; *x% PC 0,005,

En base al resultado del presente experimento, se concluye que la
administracién de GABA al igual que la de morfina (Maldonado y
col., 1989) produce en cangrejos intactos una reduccién de la

respuesta de escape dependiente de la dosis.
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Experimento 6

Este experimento estuvo orientado a conseguir una drastica
reduccién de la reactividad durante el entrenamiento por medio de
la administracién de GABA, con la intencién de evaluar el efecto
que la falta de ejecuciéon de la respuesta tiene sobre la

adquisicién de la habituacién de largo término.

Método

Durante la realizacidén de experimentos pilotos se encontré que
una dosis de 9 ug/g de GABA administrada 5 min. antes del
entrenamiento, produce una enorme reduccién de la reactividad a la
figura pasante, en tanto que provoca pocos casos de autotomia.
Otros experimentos pilotos revelaron que el efecto inhibitorio de
dicha dosis desaparecia completamente a las 4 hs. 30 min.

Por lo tanto, en el presente experimento los animales fueron
sometidos a un entrenamiento de 15 ensayos con intervalos entre
ensayos de 180 seg., seguido, 4 hs 30 min. mas tarde, por un test
de 3 ensayos, s decir, usando un disefio similar al del experimento
4. Las soluciones de salina o GABA fueron administradas 5 min.
antes de la sesion de entrenamiento.

Ciento veinte cangrejos fueron distribuidos al azar, en igual
namero a cada celda de un disefio factorial 2 X 2, donde los
factores fueron la droga (SALINA= el vehiculo, GABA= 9 ug/g) y el
entrenamiento (0= sin entrenamiento, E= con entrenamiento). Se

formaron asi cuatro grupos: SALINA-O, SALINA-E, GABA-O y GABA-E.
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Resul tados y discusién

contra

La figura 10a muestra las curvas de los valores de respuesta

entrenamiento.
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Fig. 10O __ laadministracién
de GABA inhibe la respuesta al estimulo de
peligro durante el entrenamiento sin
alterar la habituacién de largo téramine.
(a) Resultados de 1la sesién de
entrenamiento. la ordenada izguierda
corresponde al prosedio de respuesta por
ensayo. La ordenada derecha representa el
prosedio de los valores acuaulados durante
15 ensayos por cada animal (barras). (b)
Besultados de la sesién de test., la
ordenada indica el prosedio de los valores
acusulados de los 3 ensayos del test por
cada animal. Los grupo 0 no recibieron
entrenamiento, los grupos E recibieron un
entrenaniento de 15 ensayos. Intervalo de
retencion: 4 hs. 30 win. ¥ Diferencias
signiticativas entre los grupos SAL-0 Y
SAL-E o GABA-E (test de Duncan P¢ 0,01),
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La figura 10b presenta los valores medios de respuesta para
cada grupo durante la sesion de test. De la inspeccién de esta
figura surgen tres puntos a destacar. Primero, luego de 4 hs. 30
min. de intervalo, el efecto inhibitorio del pretratamiento con
GABA estuvo totalmente disipado, es decir que el nivel de respuesta
del grupo GABA-O fue igual al del grupo SALINA-O. Segundo, como es
usual, el nivel de respuesta del grupo SALINA—-E es menor que el
del grupo SALINA-0O, sugiriendo que la habituacién adquirida durante
el entrenamiento persiste luego del intervalo de retencién.
Tercero, el nivel de respuesta del grupo GABA-E es menor que el del
grupo GABA-0O, indicando que una habituacién de largo término fue
adquirida durante el entrenamiento a pesar de que la respuesta
habia estado casi completamente suprimida en esa sesidn.
Coincidentemente, un Anova de un factor realizado sobre esos datos
mostré diferencias significativas F(3,116)= 6,897 P< 0,005; y el
test de Duncan probé diferencias significativas entre los grupos
SALINA-O y SALINA-E o GABA-E, pero no entre SALINA-O y GABA-O.

Asi, los cangrejos pueden adquirir una habituacién de largo
término sin desplegar wuna respuesta de escape durante el
entrenamiento, probando que tal falta de respuesta debida a la
accidén del GABA, no es causada por una interferencia en el proceso
de decodificacién de la sefial. Estos resultados apoyan la idea de
que la respuesta no es un factor critico para la formacién de la
habituacién de largo término.

El pretratamiento con morfina inhibe la respuesta
(experimentos 3a y 3b), pero a diferencia del GABA, impide la
adquisicién de la habituacién de largo término (experimento 4). Por

lo tanto, estas drogas parecen deprimir la respuesta de escape
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durante el entrenamiento actuando de manera diferente. El GABA,
afectando vias eferentes sin influir en el procesamiento perceptivo
del estimulo; y la morfina, alterando este procesamiento pero sin

afectar la capacidad motora.

Experimento 7

Resul tados previos de nuestro laboratorio (Lozada y col.,
1990) sugieren que un entrenamiento de 15 ensayos es el minimo
confiable para garantizar una retencién de la habituacién por 24
hs. Coincidentemente, experimentos preliminares demostraron que
cuando la sesién de entrenamiento es reducid; en unos pocos
ensayos, se presentan casos de falta de retencidén en el test. Tal
efecto puede ser interpretado de acuerdo a la hipétesis antes
mencionada, es decir, por una reduccién en 1a cantidad de
estimulacién mads que por una disminucién en la cantidad de
respuesta, de modo que un pequefio efecto depresivo de la morfina
sobre el nivel de respuesta deberia ser suficiente para debilitar
la retencién. Por lo tanto, el presente experimento fué conducido
para comparar el efecto de GABA y morfina sobre la habituacién de
largo término, cuando las dosis de las drogas, el intervalo entre
la inyeccién y el entrenamiento y los intervalos entre ensayos,
estuvieron calibrados para producir una ligera inhibicioén,
equivalente entre ambas drogas, durante el entrenamiento. En otras
palabras, para poner a prueba la hipétesis de que a pesar de un
efecto similar sobre la respuesta, la morfina, pero no el GABA,

perjudica la habituacién de largo término.
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Método

Experimentos pilotos demostraron que 6 ug/g de GABA y 100 ug/g
de morfina inyectados 30 min. antes del primer ensayo de
entrenamiento, inducian una reduccién similar de la respuesta
durante una sesidén de 15 ensayos con intervalos entre los estimulos
de 180 seg.

El presente experimento consté de dos sesiones separadas por
un intervalo de retencién de 24 hs.: una sesién de entrenamiento
de 15 ensayos y una sesién de test de 3 ensayos. Se distribuyeron
al azar 204 cangrejos en seis grupos de 34 animales cada uno: SAL-
E, inyectado con el vehiculo; MP-E, con 100 ug/g de morfina; GABA-
E, con 6 ug/g de GABA; y tres grupos O (SAL-0, MP-O y GABA-O)
inyectados con las respectivas soluciones pero que durante el

entrenamiento no recibieron la estimulacién con la figura pasante.

Resul tados y discusién

La figura 11a ilustra el desempefio de los cangrejos entrenados
(SAL-E, MP-E y GABA-E) durante la sesién de entrenamiento.

De acuerdo a lo esperado, la respuesta del grupo GABA-E fue
mucho mayor que la del grupo correspondiente en el experimento 6,
dado que aqui se inyectaron 6 en lugar de 9 ug/g, con una
adaptacién pre-entrenamiento de 30 min. en lugar de 5 min. Por otra
parte, la respuesta del grupo MP-E fué sustancialmente mayor que
la obtenida con la misma dosis en el experimento 3, atribuyéndose

esta diferencia al hecho de que aqui se empled un intervalo
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interestimulo de 180 seg. en vez de 27 seg. 0O sea que mientras en
el experimento 3 la estimulacién se presentd entre 30 y 38 min.
después de la inyeccién, en el presente experimento tuvo lugar

entre 30 y 75 min., razén por la cual la disipacién del efecto de
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la droga durante el entrenamiento resulté aqui mads evidente (Lozada
y col., 1988). Un Anova realizado sobre los valores acumulativos

de los 15 ensayos (Fig. 11a) revelé un efecto significativo,
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F(2,117)= 3,1 P< 0,05; y un test de Duncan mostré diferencias
significativas (P< 0,05) entre SAL-E vs. MP-E, o vs. GABA-E, pero
no entre los grupos tratados con droga.

El Anova realizado sobre datos del test (figura 11b) indicsé
una diferencia significativa entre grupos, F(5,198)= 2,8 P< 0,025;
y el Duncan mostré que la diferencia (P< 0,05) se hallaba entre
SAL-0 vs. SAL-E o vs. GABA-E, pero no entre SAL-0 vs. GABA-O, o vs.

MP-0, o vs. MP-E.

Entonces, la adquisicion de la habituacidén de largo término
a un estimulo visual de peligro, se muestra abolida por un pequefio
efecto depresivo de la morfina sobre la respuesta de escape durante
el entrenamieAto, pero no por un efecto equivalente del

pretratamiento con GABA.

Experimento 8

Aunque los resultados anteriores apoyan la hipdétesis de que
la morfina inhibe la formacién de la habituacién de largo término
por interferir el procesamiento decodificador del estimulo, existe
auin otra hipdétesis alternativa. Podria argliirse que la morfina
reduce. el nivel de respuesta al estimulo de peligro pero sin
interferir con el procesamiento de la informacién, explicandose la
aboliciéon de la retencién a largo término, no por una falla en la
adquisicién de la habituacién sino, por un efecto amnésico (una
disrrupcién en el almacenaje o una falla en la recuperacién). El

experimento 8 se realizé para sopesar esta alternativa.
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Método

Se realizaron dos sesiones separadas por 24 hs.: una sesién
de entrenamiento de 15 ensayos con intervalos entre ensayos de 180
seg. y una sesién de test de 3 ensayos. En este caso las
inyecciones fueron administradas inmediatamente después del ultimo
ensayo de la sesién de entrenamiento o a un tiempo equivalente en
el caso de los animales que no recibieron estimulacién (grupos 0).

Ciento sesenta cangrejos fueron distribuidos al azar en igual
numero en cada celda de un disefio factorial 2 x 2, en donde los
factores fueron la droga (SALINA= el vehiculo, MP= 100 ug/g de
morfina) y el entrenamiento (0= sin entrenamiento, E= con
entrenamiento). De este modo se conformaron 4 grupos: 0—-SAL, E-SAL,

0-MP y E-MP.

Resul tados y discusién

Un Anova de un factor realizado sobre los datos del test (Fig.
12) demostré un efecto significativo, F(3,156)= 6,01 P< 0,005; y
el test de Duncan sefialé que las diferencias (P< 0,01) se hallaban
entre los grupos O-SAL vs. E-SAL, o vs. E-MP, pero no entre 0-SAL
vs., O-MP. Por lo tanto, parece razonable concluir que no se produjo
amnesia retrégrada por la inyeccién de morfina luego del

entrenamiento.
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Fig. 12 _ Llaaduinistracionde sortina post-entrenamiento no afecta la habituacidn de largo término.
Ordenada: promedio de los valores acumulados por animal durante los 3 ensayos del test. Los grupos 0 no recibieron
entrenamiento, los grupos E recibieron un entrenasiento de 15 ensayos. H Diferencias significativas entre los
grupos (-SAL y E-SAL o E-GABA (Duncan P< 0,01),

Si la morfina administrada 30 min. antes del entrenamiento
perjudicase el almacenamiento de la memoria, deberia esperarse un
perjuicio similar cuando la droga se administra inmediatamente
después del entrenamiento. En efecto, en los estudios sobre
consolidacién de la memoria se suelen preferir los tratamientos
post—-entrenamiento cuando se enfocan los efectos disrruptivos de
las drogas (Martinez y col., 1983), utilizandose en lo posible
paradigmas de aprendizaje de un solo ensayo para acortar el periodo
de elaboracién de la traza mnésica (Gold, 1986; Lewis, 1979). Dado
que en este caso se trata de un paradigma de habituacién, el empleo
de un entrenamiento de multiples ensayos es inevitable, pero el
hecho de que la inyecciéon post-entrenamiento de morfina no produzca

un efecto amnésico, dificilmente puede atribuirse a la formacién
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de una memoria de largo término durante la sesién de entrenamiento,
dado que 15 ensayos con intervalos de 180 seg. (45 min.), parece
ser el minimo entrenamiento requerido para adquirir una habituacién
de 24 hs. (Lozada y col., 1990). En consecuencia, puede suponerse
que al finalizar la sesién de entrenamiento la memoria se halla
recién adquirida. Ademas, no se observé efecto amnésico de la
morfina aun cuando ésta fue inyectada inmediatamente después de una
sesién donde la duracién total del entrenamiento se redujo a 10
min. (con un intervalo entre ensayos de 36 seg. en lugar de 180

seg.), (Romano, 1991a).

En trabajos anteriores se ha sugerido que la habituacién a un
estimulo de peligro en Chasmagnathus involucra la liberacién de
opidceos endégenos (Romano y col., 1990; Valeggia y col., 1989),
que atenvan la reactividad a la subsiguiente presentacién de un
estimulo nociceptivo diferente (Valeggia y col., 1989), es decir
que una s6sién de habituacién modificaria el estado interno del
organismo. Por otro lado, resultados provenientes de estudios sobre
"dependencia de estado” (lzquierdo y Diaz, 1983; lzquierdo y Netto,
1985), indican que cuando las modificaciones en el estado interno
son producidas por cambios en el nivel de ciertos compuestos
endogenos debido al entrenamiento, el suministro exégeno post-
entrenamiento de estos compuestos ejerce un efecto amnésico, puesto
que la memoria depende de la congruencia en las "claves
introceptivas®™ (Riccio y Concannon, 1981) entre el momento del
entrenamiento y el del test (lzquierdo y Diaz, 1983). De manera que
el hallazgo de que la inyeccién post—entrenamiento de morfina no

posee efecto sobre la retencién de la memoria, permite descartar
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también la posibilidad de la dependencia de estado, reforzando asi
la hipétesis que explica el efecto opidceo sobre las sefiales
visuales de peligro, por una interferencia transitoria entre el
estimulo (objeto pasante) y su significado innato (la amenaza

inminente del ataque de un predador).
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CAPITULO V

Especie—especificidad Ae 1 a

capacidad de habituacidn

Como se mencioné anteriormente, uno de los objetivos de esta
tesis ha sido estudiar el valor adaptativo que podria tener en
Chasmagnathus, una habituacién tan rapida y persistente a un
estimulo visual de peligro, como asi también el de un mecanismo
opiadceo disparado por la presencia repetida del est?mulo.

Con el propésito de dilucidar este tipo de cuestiones, Domjan
y Galef (1983) han propuesto extender al estudio del aprendizalje
una tactica de investigacidéon que se ha manifestado exitosa en
estudios de especializaciones adaptativas de rasgos morfolégicos
(ej. Z2eil y col., 1986) y comportamientos instintivos (ej. Cullen,
1957), es decir, emplear el método comparativo. Sin embargo, es
pertinente puntualizar los requisitos para su aplicacién en cada
astudio en particular, pues como bien lo sefialara Russell en una
discusién sobre este tema (1951), "resulta una falacia suponer un
acuerdo general con relacién a la naturaleza basica del método".
Para investigar el valor adaptativo de una supuesta
especializacidéon, debe establecerse una correlacién entre el rasgo
especifico bajo estudio (un caracter morfolégico, fisiolédgico o
comportamental) y algun aspecto ecolégico particular. A tal fin,
el estudio debe hacerse entre especies filogenéticamente cercanas

pero ecolégicamente dispares (Domjan y Galef, 1983); o entre
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diferentes categorias de edad de la misma especie, toda vez que
ello implique cambios ontogénicos en la seleccién del habitat vy,
consecuentemente, cambios en las presiones ecolégicas (Richards,
1992; Werner y Gilliam, 1984).

De acuerdo con lo anterior, el propésito de esta parte de la
tesis fue investigar el significado biolégico, tanto de la fuerte
predisposicién de Chasmagnathus para habituar wuna respuesta
comportamental innata a un estimulo de peligro, como de la
modulacién opidcea endégena disparada por la presentacién iterativa
de dicho estimulo, comparando los comportamientos de Chasmagnathus

granulatus con los de Pachygrapsus marmoratus.

Experimento 9

Este experimento fue realizado con el fin de caracterizar las
diferencias mas conspicuas que distinguen a Chasmagnathus vy

Pachygrapsus en el proceso de habituacién a corto término.

Método

Se utilizaron Chasmagnathus de un ancho de caparazén de entre
2,5 a 2,9 cm. con un peso vivo promedio de 13,34 gr. (n= 60; EE=
0,29), y Pachygrapsus de entre 2,7 a 3,2 cm. con un peso medio de
12,79 gr. (n= 60; EE= 0,47). Cuarenta animales de cada especie
fueron sometidos en condiciones analogas, a una sesién de 15

presentaciones de la figura pasante, una cada 180 seg. Aqui como
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en los siguientes experimentos,

tratados

en

tiempo y espacio

los grupos de cada especie fueron

diferentes, es decir no fueron

corridos simul tdneamente, por lo que no se realizaron comparaciones

estadisticas interespecificas.

Resul tados y discusién

RESPUESTA
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Fig. 1 3 __ Habituacion de
corto término. Comparacion de la respuesta
de Chasmagnathus y Pachygrapsus médianos
durante una sesién de entrenamiento de 15
ensayos. (a) La ordemnada indica el
promedio de los valores de respuesta por
ensaye, las barras representan el promedio
del valor asintotico y las flechas sefialan
el ensayo iimite de cada grupo. (b)
Normalizacién de las curvas de (a). Los
promedios de los ensayos de cada grupo
fueron divididos por el primer ensayo y
luego multiplicados por 100.
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Desde el momento en que se llevaron a cabo los primeros
experimentos pilotos de habituacién de corto término en
Pachygrapsus, se pudo observar una diferencia manifiesta con
relacion a Chasmagnathus. E]l desenvolvimiento de ambos grupos se
muestra en las figuras. 13a y b. El nivel de respuesta de
Chasmagnathus desciende hasta un valor asintético mucho mas bajo
que el de Pachygrapsus (barras blanca y negra respectivamente en
la figura 13a) y alcanza dicho valor, en ensayos posteriores a los
que lo hace Pachygrapsus (flechas blanca y negra respectivamente).
Cuando los valores se expresan normalizados con respecto al primer

ensayo de cada grupo, la diferencia es aun mas notable (Fig. 13b).

Es evidente que la declinacién del nivel de respuesta es mas
pronunciada en Chasmagnathus que en FPachygrapsus, indicando un
mayor grado de habituacién a corto término, una diferencia
interespecifica que fue consistente a lo largo de todas la

comparaciones.

Experimento 10
La intencién de este experimento fue estudiar las

caracteristicas de la habituacién de largo término en Pachygrapsus

y compararlas con aquellas de Chasmagnathus.
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Método

Se emplearon animales de tamafio y peso equivalentes a los del
experimento anterior. Resul tados obtenidos en experimentos
prel iminares con Pachygrapsus demostraron que con una sesién de
entrenamiento de 15 ensayos, no se podia encontrar diferencias
significativas en la retencién a 24 hs. entre los grupos controles
y entrenados. Por lo tanto, el grado de retencién para ambas
especies fue estudiado utilizando 15 ensayos de entrenamiento para
Chasmagnathus y 30 para Pachygrapsus. Dentro de cada especie se
distribuyeron al azar 37 animales en dos grupos, uno experimental

o entrenado y el otro control o no entrenado.

Resul tados y discusién

La figura 14 reune los resultados correspondientes a estas
comparaciones, mostrando el desempefio de los grupos controles y
entrenados tanto para Chasmagnathus, como para Pachygrapsus. Una
inspeccion de la figura sugiere que en Chasmagnathus, la diferencia
entre los grupos fue mayor durante los primeros ensayos de la
sesiéon de test y disminuyé a lo largo de los ensayos. Un analisis

estadistico de estos datos de acuerdo a los parametros de retenciéon

definidos en Métodos Generales, confirma esta conclusién. No se
hallaron diferencias en los valores asintéticos (barras blanca y
negra), pero si en el ensayo limite (t= 2,88 P< 0,01), ya que la

asintota comenzé en el ensayo 4 para el grupo entrenado (flecha
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negra) y en el ensayo 8 para el control (flecha blanca). Un Anova
(2 x 5) realizado sobre los datos de los 5 bloques de 3 ensayos
demostré un efecto principal significativo, F(1,72)= 4,21 P< 0,05
y un efecto significativo de la interaccién grupo x ensayo,
F(4,288)= 6,78 P< 0,001. Cuando se realizé una serie de Anovas
sucesivos reduciendo el numero de bloques de 3 ensayos desde el
bloque 5 al bloque 1, se hizo evidente un aumento en la
significancia del efecto principal y una disminucién en Ila

interaccion.

800 Chasmagnathus 500 Pachygrapsus
X O GRUPO 0 _ O GRUPO 0
600 = GRUPO E 4001 ® GRUPO E
<
5 -
3001
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= 400
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o 2001
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ENSAYO 1 3 5 7 9 11 13 15
BLOQUE DE 1{ 2 3 4 5 1 2 3 4 5
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Fig. 1 4 __ Habituacion de largo término de Chasmagnathus y Pachygrapsus medianos. Comparacién de la
respuesta de grupos controles (0} y grupos entrenados (E) durante la sesion de test, 24 hs. luego del
entrenamiento. La ordenada indica el promedio de los valores de respuesta calculado a partir del valor medio cada
3 ensayos de cada sujeto. Las barras representan el prosedio del valor asintético y las tlechas sefialan el ensayo
linite de cada grupo. La absisa superior indica los ensayos y la inferior los bloques de 3 ensayos.

El desenvolvimiento de Pachygrapsus en el test resulté

notablements distinto al descripto para Chasmagnathus. Una
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inspeccion de la figura indica que la respuesta de los grupos
entrenado y control, es similar en la porcién inicial de la sesioén,
surgiendo luego una diferencia que aumenta con los ensayos. El
analisis estadistico de los paraAmetros de retencién confirmé tal
impresién. Se encontré una diferencia significativa entre los
valores asintéticos (barras blanca y negra, t= 1,82 P< 0,05),
comenzando la asintota en el ensayo 2 para los controles (flecha
blanca) y en el ensayo 3 para los entrenados (flecha negra), aunque
la diferencia entre ensayos limite no alcanzé a ser significativa.
Se realizé una serie de Anovas sucesivos sobre bloques de 3 ensayos
con el método usado antes para Chasmagnathus, aunque en un orden
inverso, s decir, desde el bloque 1 al 5. Este andlisis demostré
un efecto principal significativo sé6lo cuando se efectué sobre
datos de los tres dltimos bloques, F(1,78)= 4,03 P< 0,05, donde la

interaccién no revelé diferencias, F= 0,45.

Por lo tanto, cuando Chasmagnathus son entrenados con 15
ensayos, sus niveles de respuesta en el test (luego de 24 hs.)
arriban a un valor asintético similar al de los controles pero
alcanzando la asintota antes que éstos, mostrando asi un
desplazamiento del ensayo limite hacia adelante, de modo que la
mayor diferencia entre los grupos ocurre en la primera porcién de
la curva. Por otro lado, cuando Pachygrapsus son entrenados con 30
ensayos, los niveles de respuesta de los grupos entrenado y control
en la parte 1inicial de la sesién de test son similares,
diferenciandose luego hasta alcanzar, el entrenado, un valor

asintético significativamente inferior al control.
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CAPITULO VI

Relacidn de 1 & edad con 1 &

capacidad de habituacidn

En el capitulo anterior se efectué un estudio interespecifico
de la capacidad de habituacién (una comparacién horizontal). Una
segunda forma de abordar esta cuestién ya fue formulada
anteriormente, es decir, realizar un estudio intraespecifico de la
capacidad de habituacién utilizando cangrejos de la misma especie
pero de diferentes edades (una Eomparacién vertical). Con este
propdésito, se estudidé el desempefio de cangrejos grandes y pequefios

de ambas especies.

Experimento 11
El objetivo de este experimento fue investigar las

caracteristicas de la habituacién de corto y largo término en

animales de distintas edades.

Método

Se han establecido escalas de la relacién entre el tamafio y

la edad en varias especies de cangrejos, basadas en estimaciones
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de los intervalos entre las sucesivas exuvias, y el incremento de
tamafio de cada exuvia (ej. McKay, 1942; Charmantier—-Daures, 1987).
Hiatt (1948) estudié especialmente a Pachygrapsus crassipes y
concluyd que, a pesar de los distintos métodos empleados para
investigar las relaciones de edad en Brachyura, se obtenian
estimaciones equivalentes. Por esto, a excepcidén del largo periodo
de vida (8 a 10 afios) informado para Cancer magister (Mckay, 1942),
una expectativa de vida similar de 3 a 4 afios, ha sido estimada por
diversos autores para varias especies.

En éste y el siguiente experimento, se utilizaron animales
cuyo ancho de caparazén se hallaba por debajo y por encima del de
aquellos empleados en los experimentos 9 y 10, definiéndoselos
entonces como chicos y grandes respectivamente, en relacioén a los
medianos de aquel los experimentos. Los Chasmagnathus chicos estaban

comprendidos entre 2,1 y 2,5 cm. de ancho de caparazdén y pesaban

en promedio 7,39 gr. (n= 60; EE= 0,15); los grandes en cambio, se
hallaban entre 2,9 y 3,4 cm. y su peso medio era de 17,39 gr. (n=
60; EE= 0,26). En el caso de Pachygrapsus, los individuos chicos

se ubicaban entre 2,3 y 2,7 cm. de ancho, con un peso de 8,04 gr.

(n= 60; EE= 0,14) y los grandes entre 3,2 y 3,7 cm. con un peso
promedio de 21,28 gr. (n= 60; EE= 0,47). Tomando en cuenta las
anteriores consideraciones acerca de la homogeneidad en los
periodos de vida, la escala de edad calculada por Hiatt (1948) para

los individuos machos de la especie Pachygrapsus crassipes, y el

ancho mayor de caparazén informado para los machos de las especies

Pachygrapsus marmoratus (4,2 a 4,4 cm.), Pachygrapsus crassipes
(4,2 a 4,6 cm.) y Chasmagnathus granulatus (3,6 a 3,8 cm.), la edad
correspondiente a los tamafios utilizados fue estimada por
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aproximacién. De acuerdo con ello, los cangrejos chicos se
hallarian en la uUltima parte de su primer afio o en la primera parte
de su segundo afio de vida; los cangrejos medianos (utilizados en
los experimentos 9 y 10) corresponderian a individuos en su segundo
afio; y los cangrejos con un ancho de caparazén mayor a 3,0 cm.
serian individuos de tres o tal vez cuatro afios de edad.

El experimento consté de una sesidén de entrenamiento y una de
test, 24 hs. después. En Chasmagnathus ambas sesiones fueron de 15
ensayos. Para Pachygrapsus en cambio, el entrenamiento fue como
antes, de 30 ensayos, pero ahora incluso el test se realizé con 30
presentaciones del estimulo. La razén para este cambio en el test
fue que, como se observa en el experimento anterior, la diferencia
entre controles y experimentales emerge en Pachygrapsus a lo lérgo
de los ensayos, de modo que la retencién podria ser mejor evaluada
tomando en consideracidn el desempefio de los animales durante 15
ensayos adicionales. En cada especie y para cada categoria de edad
se conformaron grupos experimentales y controles de 40 animales

cada uno.

Resul tados y discusién

La actuacion de los cangrejos chicos y grandes (Fig. 15)
durante el entrenamiento, presenté un perfil similar al de los
animales medianos del experimento 9 (Fig. 13). Cuando se compararon
las sesiones de entrenamiento entre los animales chicos y grandes
de cada especie (Fig. 15a contra Fig.15b; rectangulos blancos,

Chasmagnathus; rectangulos negros, Pachygrapsus), la similitud de
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los perfiles fue manifiesta mas alla de

la notable diferencia en

el nivel de respuesta. Esta conclusién fue apoyada por el analisis

estadist

diferenc
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Fig. 15 ___  Habituacién de
corto término. Comparacion de la respuesta
de Chasmagnathus (cuadrados blances) y
Pachygrapsus (cuadrados negros) chicos y
grandes  durante una  sesion de
entrenamiento, Lla ordenada indica el
promedic de los valores de respuesta por
ensayo y las barras representan el
promedio del valor asintotico.

chicos y grandes (t= 2,53 P< 0,01 para Chasmagnathus; y

no mostré sin embargo
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diferencias significativas entre las pendientes de caida de las
curvas calculadas hasta el ensayo limite.

La figura 16 (grafico superior izquierdo) representa los
resul tados obtenidos con los Chasmagnathus chicos en la sesién de
test. Una inspeccién del grafico revela las mismas caracteristicas
de retencion halladas en los cangrejos medianos. Los valores
asintéticos fueron similares en ambos grupos pero nuevamente los
animales entrenados alcanzaron la asintota antes que los controles
(en los ensayos 4 y 9 respectivamente, t= 2,99 P< 0,025). Un Anova
2 x 5 realizado sobre los datos de los 5 bloques de 3 ensayos,
reveldé un efecto principal significativo, F(1,78)= 11.7 P< 0,005;
y un efecto significativo de la interaccion tratamiento x ensayo,
F(4,312)= 7,78 P< 0,001. éuando se efectud una serie de Anovas
sucesivos desde el bloque 5 hasta el bloque 1, el valor de
significancia del efecto principal aumentaba a la vez que el valor
de interaccioén disminuia. Asi, los cangrejos Chasmagnathus chicos,
al 1igual que los medianos, son capaces de adquirir con un
entrenamiesnto de 15 ensayos, una respuesta habituada que manifiesta
una robusta retencién luego de 24 hs.

El grafico de retencién de los Chasmagnathus grandes (inferior
izquierdo) muestra ser diferente que el de los chicos y medianos.
Aunque el esperado desplazamiento hacia adelante del ensayo limite
estuvo presente (desde el ensayo 9 al 8), la diferencia no alcanzé
el nivel de significancia. Ademas, la serie de Anovas sucesivos
desde el bloque 5 al 1 no revelé diferencias significativas en el
efecto principal ni en el factor de interaccién en ninguno de los
estadios del analisis. Por lo tanto, los Chasmagnathus grandes

muestran una retencién mediocre o una falta total de retencién.
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La figura 16 (gradfico superior derecho) muestra también el

desempefio de los Pachygrapsus chicos durante el test de 30 ensayos.
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Fig . 16 __ Habituaciénde largo término de Chassagnathus y Pachygrapsus chicos y grandes. Comparacién
do la respuesta de grupos controles (0) y grupos entremados (E) durante la sesién de test, 24 hs. luvego del
entrenamiento. La ordenada indica el promedio de los valores de respuesta calculado a partir del valor medio cada
3 ensayos de cada sujeto. Las barras representan el prosedio del valor asintético y las flechas sefalan el ensayo
limite de cada grupo. La absisa superior indica los ensayos y la inferior los bloques de 3 ensayos.
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Un analisis estadistico de estos datos de acuerdo con los
paradmetros de retencisén, mostré un panorama similar al encontrado
en los Pachygrapsus medianos. El valor asintético de los animales
entrenados fue mas bajo que el de los controles (t= 2,0 P< 0,025)
y el desplazamiento hacia atras del ensayo limite se produjo (desde
el 9 al 12) pero, aunque estuvo cerca, la diferencia no llegé a ser
significativa. La serie de Anovas sucesivos desde el primer bloque
de 3 ensayos hasta el décimo, reveldéd un efecto principal
significativo sélo cuando fue efectuado a partir de los Gltimos
cinco bloques, F(1,78)= 4,07 P< 0.05. De manera que los
Pachygrapsus chicos, al igual que los medianos, son capaces de
adquirir una respuesta habituada, aunque menos robusta que la que
manifiestan los Chasmagnathus de esas categorias.

La actuacién de 1los Pachygrapsus grandes entrenados vy
controles durante el test resultdé ser casi idéntica (Fig. 16,
grafico inferior derecho) . No se encontraron diferencias
significativas ni entre los valores asintéticos ni entre los
ensayos limites, no obstante producirse el tipico desplazamiento
hacia atras del grupo entrenado (desde el 10 al 12). Ademas, la
serie de Anovas sucesivos desde el bloque 1 al 10 no reveld
diferencias significativas en el efecto principal ni tampoco en el

factor de interaccién en ningun estadio del analisis.

Estos resultados en su conjunto sugieren que el desompefio de
los cangrejos chicos es similar en todos los aspectos al de los
medianos, tanto para Chasmagnathus como para Pachygrapsus,
confirmando que los de la primer especie poseen una mayor capacidad

de habituacién que los de la segunda y que los perfiles de
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retencion en el test son notablemente distintos entre ambas
especies. La habituaciéon luego de 24 hs. es sumamente pobre o
inexistente en los individuos grandes tanto de Chasmagnathus como
de Pachygrapsus. Esto es asi a pesar de que la tasa de habituacién
de corto término es similar en los cangrejos de los diferentes
tamafios, un resultado que estad de acuerdo con varios informes sobre
estudios de habituacidén en donde se indica que la respuesta del
test no puede ser predicha sobre la base del anadlisis del desempefio
durante sl entrenamiento (Peeke, 1984; Rescorla, 1988; experimentos

6 y 7 de esta tesis).

Cuando en los métodos se definié la escala de edad en relacién
al tamafio, cada categoria de edad fue tentativamente adscrita a
una categoria de tamafio, por 10 que puede concluirse que la
capacidad de retencién de la habituacién a largo término mostrada
por los cangrejos Jjévenes de ambas especies estd disminuida o

ausente en los individuos mas viejos.
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CAPITULO VII

Especieoe—especificidad de 1l a

modulacidn opiacea

Como ya fuera expresado, Chasmagnathus presenta, ademas de la
notable capacidad para habituarse a un estimulo visual de peligro,
una modulacidén opidcea de la respuesta de escape que acelera la
habituacién de corto término. En el presente capitulo se pretende
indagar sobre las posibles diferencias interespecificas

relacionadas con dicha capacidad moduladora.

Una mirada sobre las curvas de entrenamiento de Pachygrapsus
(Figs. 13 vy 15) recuerda la de Chasmagnathus luego del
pretratamiento con naloxono (Romano y col., 1980). La semejanza
aparece evidente en la figura 17a donde se ilustra el resultado
correspondiente a tres grupos de animales: Pachygrapsus,
Chasmagnathus y Chasmagnathus previamente tratados con 3,2 ug/g de
naloxono. El hecho es aun mas manifiesto en la figura 17b en donde
los valores se expresan normal izados con respecto al primer ensayo

para cada grupo.

La similitud entre 1la curva de Pachygrapsus y la de
Chasmagnathus pre-tratado con naloxono, sugiere que la primera de
estas especies careceria del mecanismo opidceo endégeno atribuido

a la dltima. Esta suposicién es consistente con el hecho de que los
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opidceos endégenos acentuan la habituacién, pues a primera vista
pareceria incongruente que una especie con poca capacidad de
habituacidén contase con un recurso para acelerarla. Con el fin de

evaluar dicha hipétesis se realizaron los siguientes experimentos.

99



Experimento 12

Método

Se formaron cuatro grupos de 40 cangrejos Pachygrapsus
medianos cada uno, tratados con dosis de 0,0 (control); 1,6; 3,2
y 6,6 pg/g de naloxono, administradas 15 min. antes de una sesién
de entrenamiento de 15 ensayos, con intervalos entre ensayos de 180
seg. La eleccién de dichas dosis se basdé en trabajos anteriores
donde se investigé la relacién de la respuesta con la dosis en

Chasmagnathus (Romano y col., 1990; Valeggia y col.; 1989).

Resul tados y discusién

Un Anova de medidas repetidas (4 x 15) efectuado sobre los

datos de los cuatro grupos no reveldé efectos significativos ni del

factor principal entre grupos ni del factor de interaccién grupo

X ensayo.

Asi, a diferencia de Chasmagnathus, no se encontré en

Pachygrapsus ninguna alteraciéon en la curva de habituacioéon por

efecto del pretratamiento con naloxono.

Experimento 13

Siguiendo la misma linea experimental, se estudié el efecto
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de diferentes dosis de morfina sobre la reactividad de Pachygrapsus

a la presentacién de la pantalla pasante.

Método

El disefio experimental fue el mismo utilizado previamente con
Chasmagnathus (Maldonado y col., 1989), esto es, se conformaron
cinco grupos de cangrejos inyectados con solucién salina (control),
o con 25, 50, 75 6 100 ug/g de morfina, 30 min. antes de un ensayo

de test.

Resul tados y discusién

No se encontré ninguna diferencia significativa en el nivel
de respuesta entre ninguno de los grupos de morfina y el grupo
control. Este resultado contrasta fuertemente con los obtenidos en
Chasmagnathus donde se hallé una clara inhibicién con dosis de 25

HE/Eg Yy una 1inhibicién de aproximadamente el 50% con 60 ug/g

(Maldonado y col., 1989).

Cuando se efectuod otro experimento de la mismas
caracteristicas pero empleando dosis mayores, se obtuvo un efecto
inhibitorio significativo sélo a partir de dosis de 175 ug/g. Los
resul tados estadn ilustrados en la figura 18 donde se reproducen,

ademas, los obtenidos por Maldonado y colaboradores (1989) con

Chasmagnathus.
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Fig. 1 8 __ Efecto del pretratamiento con morfina sobre el nivel de respuesta durante un ensayo de
test. Los datos correspondientes a Chasmagnathus fueron tosados de Maldonado y col. {1989). La respuesta media de
cada dosis fue calcuiada como porcentaje del valor promedio del respectivo control inyectado con solucion salina.

Experimento 14

Si la accién de las altas dosis de morfina que probaron
afectar la respuesta de escape fuese ejercida a través de
receptores opiaceos, entonces se esperaria que el naloxono
revirtiese dicha accion (Leslie, 1987). Para investigarlio se

realizé esta serie de experimentos con Pachygrapsus.

Método

Se utilizé el mismo disefio del experimento anterior. En 1la
serie 1 se compard el efecto de 175 ug/g de morfina con el de esa

misma dosis preparada en una solucién con 1,6; 3,2 6 6,4 ug/g de
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naloxono. En la serie 2 el efecto de 150 ug/g de morfina se comparsd
con el de dicha dosis en solucién con 0,5; 1,0; 1,6 6 3,2 ug/g de
naloxono. En la serie 3 se comparé el efecto de 150 ug/g de morfina
administrada 15 min. después de una inyeccién de 1,6 6 3,2 ug/g de
naloxono. En todos los casos la inyeccién de morfina fue

suministrada 30 min. antes del ensayo de test.

Resul tados y discusién

Los resultados de Pachygrapsus correspondientes a este
experimento se representan con los obtenidos previamente con
Chasmagnathus (Maldonado y col., 1988) en la figura 19.

Como puede observarse, en tanto que en Chasmagnathus la
inhibicién provocada por una dosis de 70 ug/g de morfina fue
completamente bloqueada por 3,2 ug/g de naloxono, en Pachygrapsus,
no se hallé ningdin indicio de reversién a pesar del amplio rango
de dosis de naloxono empleado, ya sea conjuntamente con la morfina

(Fig. 19, Pachygrapsus 1, 2) o precediéndola (Pachygrapsus 3).

Como consecuencia de los experimentos presentados en este
capitulo, se concluye que Pachygrapsus, a diferencia de
Chasmagnathus, parece no poseer un mecanismo opidceo endégeno que,
por interferir con la decodificacién de la sefal de peligro,
contribuya a acelerar la habituacién de corto término. En otras
palabras, la disminucién de 1a respuesta en Pachygrapsus reflejaria

exclusivamente el resultado de una habituacién a corto término en
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indica 175 pg/g de morfina; las barras blancas sefialan: (1a) 175 yg/g de morfina mds 1,6 yg/g de naloxono, (1b)
mas 3,2 pg/g, (lc) mas 6,4 pg/g. Pachygrapsus 2: barra negra, 150 ypg/g de morfina; barras blancas: (2a) 150 yg/g
de morfina m4s 0,5 ug/g de naloxono, (2b) mds 1,0 yg/g, (2c) wis 1,6 ug/g, (2d) mas 3,2 pg/g. Pachygrapsus 3: barra
negra, 150 pg/g de mortina; barras blancas: (3a) 150 yg/g de morfina 15 min. después de una inyeccion de 1,6 yg/g
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la via estimulo-respuesta, sin la asistencia adicional de ningun
mecanismo modulador que reduzca la percepcién del significado de
peligro a lo largo de los ensayos.

No obstante, ello no implica que los opidceos no podrian estar
sirviendo a otras funciones en Pachygrapsus, tales como la
inhibicién de la respuesta ante estimulos nociceptivos actuales
(Lozada y col., 1988), la regulacién de la migracién de pigmentos
en los cromatéforos (Martinez y col., 1986) o las relacionadas con
la liberacién de la neurohormona hiperglucémica desde la glandula

del seno (Jaros, 1990).
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CAPITULO VIII

Contexto—sspecificidad

La diferencia de respuesta mas importante durante el test,
entre los grupos entrenados y controles en Chasmagnathus, se
verifica muy al comienzo de la sesién (Fig. 8a, 14 y 16). En
Pachygrapsus, por el contrario, la primera parte de la curva del
test de los cangrejos entrenados se superpone completamente con la
de los animales controles (Fig. 14 y 16). Los primeros ensayos del
test parecerf{an actuar en los Pachygrapsus entrenados como un
recordatorio cuyos efectos se manifiestan posteriormente a lo largo
de la sesién, como un ejemplo mads de reinstalacién (en el sentido
de Campbell y Jaynes, 1966). En Chasmagnathus, la respuesta del
primer ensayo del test aparece ya atenuada, como si los 30 min.
previos de adaptacién en el actéometro hubiesen producido per se una
inhibicién. En otras palabras, podria pensarse que el proceso de
recuperacién de la memoria en el test depende, en Pachygrapsus
principalmente de la presentacion iterativa del estimulo
habituante, mientras que en Chasmagnathus de la reexposicién a los
estimulos contextuales que estuvieron presentes durante el
entrenamiento. De ser asi, las diferencias en la retencién
manifestadas en estas dos especies podrian atribuirse a una
diferencia en el peso de las claves contextuales sobre la
habituacién de largo término.

Podria argiuirse, sin embargo, que el simple analisis de las
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curvas de retencién no es suficiente evidencia para atribuirle al
contexto un papel critico en la habituacién de largo término de
Chasmagnathus, habida cuenta de que en varios experimentos con
otros animales no ha sido posible hallar tal influencia (ej. Marlin
y Miller, 1981; Davis y File, 1984). Por tal razén, se efectuaron
dos experimentos con el propésito de estimar el peso de las claves

contextuales sobre la actuacién de Chasmagnathus en el test.

Experimento 15
Método

El experimento incluyé cuatro grupos de 30 Chasmagnathus cada
uno: ACTOMETRO-O0, ACTOMETRO-E, CILINDRO-O y CILINDRO-E. Los dos
grupos controles fueron mantenidos en los recipientes
correspondientes durante todo el periodo de entrenamiento pero sin
ser entrenados, mientras que los dos grupos entrenados recibieron
el tipico entrenamiento de 15 ensayos. Sin embargo, mientras los
grupos ACTOMETRO-0 y ACTOMETRO-E fueron alojados en el recipiente
movible de cada actémetro, los grupos CILINDRO-O y CILINDRO-E
fueron alojados durante el periodo de entrenamiento, en recipientes
estdticos. La base de ambos tipos de contenedores, es decir el piso
sobre el cual los animales podian correr, se encontraba a igual
distancia del plano de desplazamiento de la figura. No obstante,
diferencias contextuales conspicuas distinguian ambos recipientes,
puesto que mientras el movible consist{a en una palangana plastica

opaca de paredes con pendiente céncava y un piso central sélo
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cubierto por la capa de agua, el estatico era un cilindro plastico
transparente cuyo piso se hallaba cubierto con una delgada capa de
arena por debajo del agua. A las 24 hs. del entrenamiento todos los

grupos recibieron una sesién de test de 6 ensayos.

Resul tados y discusién

La actuacion de los grupos ACTOMETRO-0O y ACTOMETRO-E durante
el test se ilustra en la figura 20a; la de los grupos CILINDRO-0O
y CILINDRO-E en la figura 20b. La inspeccién de estas curvas
sugiere que mientras los animales del grupo ACTOMETRO-E muestran
el nivel habitual de retencién, los del grupo CILINDRO-E
manifiestan una falta completa de la misma. Un analisis estadistico
de los resultados confirmé esta impresién. En efecto, un Anova de
medidas repetidas (2 x 6) realizado sobre los datos de los grupos
ACTOMETRO-0 y ACTOMETRO-E (Fig. 20a), arrojé un efecto principal
significativo, F(1,58)= 4,33 P< 0,05 y ausencia de interaccién
grupo x ensayo F(5,290)= 0,32. Por otra parte, un analisis similar
de los datos de los grupos CILINDRO-O y CILINDRO-E (Fig. 20b), no
reveld eofecto significativo del factor principal o de la
interaccion.

En consecuencia, sdélo los cangrejos entrenados y testeados en
el mismo contexto mostraron una retencién de la habituacién de
largo término. Tal resultado puede interpretarse en apoyo de la
idea de que la habituacién de largo término en Chasmagnathus es
especifica del contexto, mas alla de si éste funciona como un

estimulo condicionado {Wagner, 1876, 1978, 1979, como un
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Fig. 20 __  Memoria del
contexto en Chasmagnathus medianos. la
habituacion de largo término es evaluada
comparando la respuesta de grupos
controles (0) y entrenados (E) durante una
sesion de test de 6 ensayos, 24 hs.
después de una sesion de entrenamiento de
15 ensayos. (a) Respuesta. de los grupos
alojados en los contenedores usuales
durante la sesion de entrenamiento. (b)
Respuesta de los grupos alojados en
cilindros estaticos con piso de arena
durante la sesion de entrenamiento.
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Experimento 16

Si el contexto es realmente un factor determinante en la
habituacién de largo término de Chasmagnathus, un cambio en el
ambiente del test significaria una novedad que de acuerdo a Marlin
y Miller (1981) podria producir una sensibilizacién, aumentando el
nivel de respuesta. Si esta predicciéon fuese correcta, cangrejos
no entrenados y sin experiencia previa con las claves contextuales
(grupo CILINDRO-0) deberia mostrar una mayor reactividad que
agquellos no entrenados pero que ya hubiesen experimentado las
claves del test (grupo ACTOMETRO-0). Los resul tados del experimento
15 estan en contra de esta prediccién debido a que no muestran
diferencias evidentes entre las curvas de los grupos controles. Sin
embargo, parecié pertinente ahondar esta cuestién aumentando el
contraste entre las claves contextuales y acortando el periodo
previo de adaptacién al comienzo del test para evitar una

habituacién al recipiente movible del actémetro.

Método

Para este experimento se conformaron dos grupos de
Chasmagnathus de 25 animales cada uno: el grupo ACTOMETRO y el
grupo CILINDRO. Ninguno de los grupos recibié entrenamiento durante
la primera sesién, pero mientras que los animales del grupo
ACTOMETRO fueron alojados en los recipientes movibles de los mismos
actometros, los animales del grupo CILINDRO estuvieron alojados en

los cilindros transparentes del experimento anterior, los cuales
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se ubicaron ahora dentro de cajas con iluminacién tenue. Todos los
cangrejos fueron, luego de 24 hs., sometidos a una sesidn de test
de 6 ensayos en los recipientes movibles usuales, pero con 5 en

lugar de 30 min. de tiempo de adaptacién en los mismos.

Resul tados y discusién

El nivel de respuesta del test del grupo CILINDRO fue
claramente mas alto que el del grupo ACTOMETRO (Fig. 21). Un Anova
(2 x 6) realizado sobre estos datos revelé un efecto principal

significativo, F(1,48)= 6,6 P< 0,025 y falta de interaccién grupo

x ensayo, F(5,240)= 1,06. Este resultado indica que la memoria del
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Fig. 21_ HNesoriadel contexto en Chassagnathus medianos. Respuesta de grupos no entrenados durante
una sesion de test de 6 ensayos en el actémetro, 24 hs. después de haber estado alojados por 2 hs. en los
actometros o en los cilindros.

110



contexto puede ser adquirida independientemente de la habituacioén

a la presentacién iterativa del estimulo, y que dicha memoria
reduce la reactividad si el test es realizado en el mismo contexto.
Otros resultados de nuestro laboratorio conducen a la misma
conclusion (Pedreira, comunicacién personal), sugiriendo ademas que
el efecto amnésico de la cicloheximida, un inhibidor de la sintesis
proteica, sobre la habituacién de largo término de Chasmagnathus,
seria debido principalmente a la accién de esta droga sobre la

memoria del contexto.

Los resultados de los experimentos 15 y 16 proporcionan
evidencias convergentes en favor de la hipétesis sugerida
anteriormente por el analisis de las figuras 8Ba, 14 y 16 acerca de
qQue los estimulos contextuales son un factor determinante para la
habituacién de largo término en Chasmagnathus. En otras palabras,
que la habituacién de largo término en este animal es contexto

especifica.

Experimento 17

En virtud de los resultados anteriores, indicativos de 1la
importancia del contexto en la habituacién de Chasmagnathus, vy
teniendo en cuenta el escaso conocimiento qQue se posee acerca de
las caracteristicas poblacionales de la especie, resul ta
interesante preguntarse si existen diferencias regionales en el
nivel de respuesta de estos cangrejos que pudiesen estar

determinadas por diferencias ambientales poco aparentes. Por lo



tanto, la intencién del presente experimento ha sido estudiar el
nivel de respuesta al estimulo visual de peligro de Chasmagnathus

que habitan en zonas diferentes.

Método

Los Chasmagnathus machos medianos fueron recolectados, durante
un mismo dia, en sitios distantes entre si (aproximadamente 30 km.)
del sistema de rias del extremo sur de la bahia de Samborombén.
Dichas capturas se realizaron en: Faro San Antonio (lugar de
recoleccién comin del laboratorio), Canal 1, Gral. Lavalle y arroyo
TiJjeras. Para evaluar el nivel de reactividad se formaron grupos
de 40 animales de cada procedencia a los que se les realizé un test

de 6 ensayos,.

Resul tados y discusién

Como puede observarse en la figura 22, parece no existir
diferencia en los niveles de reactividad de los cangrejos
procedentes de los sitios estudiados. Un Anova de medidas repetidas

(4 x 6) confirmé tal impresioén.

Este resultado indica que, al menos en lo que a la respuesta
de escape se refiere, la poblacién de Chasmagnathus de la bahia de

Samborombén seria homogénea.
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Fig . 22_ Niveles de respuesta de Chassagnathus medianos procedentes de diversas zonas de la bahia
de Samboroabén. La ordenada indica el promedio de los valores individuales por ensayo.
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CAPITULO I X

DISCUSION GENERAL

Causas préximas: aspectos fisioldgicos

Una primera conclusién que surge de los resultados de esta
tesis (experimentos 1 y 2) es que las dosis de morfina que afectan
la respuesta de escape de Chasmagnathus a la pantalla pasante 30
minutos después de la inyeccidén, no perjudican ni el nistagmus ni
los movimientos de rotacién evaluados bajo las mismas condiciones.
Este hecho sugiere que la inhibicién de la respuesta a estimulos
visuales de peligro por parte de la morfina, es provocada por una
accioéon a nivel del sistema nervioso central y no por un efecto
detrimental de dicha droga sobre la agudeza visual o la capacidad
locomotora general. En otras palabras, el efecto seria especifico
de aquellas sefiales visuales que comportan un significado de
peligro.

De acuerdo al modelo propuesto por Davis y File (ver pag. 10
y 33) se considera que una droga actua sobre la via refleja
(habituacién intrinseca) si produce un cambio en la pendiente de
la curva, y que actla sobre un sistema modulador (habituacién
extrinseca) si produce un desplazamiento paralelo de toda la curva.
Por lo tanto, el hecho de que una dosis de morfina de 75 ug/g cause
un desplazamiento paralelo (Exp. 3b), permite suponer que los

resul tados observados en Chasmagnathus son debidos a un efecto
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modulador.

La falta de retencién de largo término registrada en los
animales tratados antes del entrenamiento con dosis de 100 ug/g de
morfina (experimentos 4 y 7) apoya la hipdétesis de que el efecto
depresivo es causado por la accién de la droga sobre la relacién
entre la sefial y su significado. La administracién previa de GABA
bloquea, al igual que la morfina, la respuesta de escape al
peligro, pero a diferencia de ésta, no reduce la habituacién de
largo término (experimentos 6 y 7), concluyéndose que el GABA
deprime la respuesta sin interferir con la percepciodn.

La adqguisicién por el cangrejo de una habituacién de largo
término, a pesar de la supresién de la respuesta durante el
entrenamiento debido al pretratamiento con GABA, ofrece un nuevo
ejemplo del fenémeno conocido como habituacién independiente de la
respuesta (Peeke, 1984). Este fendémeno ha sido observado en otros
animales (Applewhite y col., 1869; Curio, 1869; Davis y Wagner,
1867; Peske y Veno, 1976) y apoya la idea de que la estimulacioén,
y no la respuesta, es el factor critico para adquirir la
habituacién de largo término. Sin embargo, es importante advertir
que el concepto "habituacién independiente de la respuesta", no
implica adquisicidén sin ningun tipo de respuesta, sino adquisicién
sin la respuesta especifica bajo estudio, es decir, en el presente
trabajo, sin la bien caracterizada respuesta de escape. La
prescindibilidad de la respuesta en Chasmagnathus, descarta la
explicacién del efecto amnésico de la morfina por una accién sobre
el umbral de respuesta.

La falta de amnesia observada con la administracioéon de la

morfina post-entrenamiento (experimento 8), hace razonable concluir
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que el efecto de dicha droga sobre la habituacién de largo término,
cuando es administrada antes del entrenamiento, no es causado por
una falla en los procesos de almacenamiento o recuperacién de la

memoria.

Los resultados de estos experimentos junto a otros obtenidos
en nuestro laboratorio (Lozada y col., 1988; Maldonado y col.,
1989; Romano y col., 1980; Romano, 1891; Valeggia y col., 1988)
proporcionan fuertes evidencias en favor de la hipétesis de que la
morfina induce en Chasmagnathus una interrupcidén transitoria entre
el estimulo (un objeto pasante) y su significado innato (la amenaza
inminente del atagque de un predador).

De acuerdo al punto de vista mas aceptado, el efecto
inhibitorio de la morfina, asi como el efecto hiperactivante del
naloxono, estarian restringidos a los comportamientos inducidos por

estimulos nociceptivos actuales [ej. en ratas, la explosién de

actividad gue sigue a un choque eléctrico (Fanselow, 1884a); el
boxeo defensivo (Fanselow y Sigmundi, 1982); el reflejo de
levantamiento de la cola (Watkins y col., 1982); la evitacién
activa de un chogque eléctrico (Galizio y col., 1983)1. En modo

consistente con esta idea, Warren e Ison (1882) no encontraron
ningun tipo de efecto modulador opiaceo sobre reacciones evocadas
por estimulos no dolorosos. Estos investigadores calibraron sonidos
y choques eléctricos para que produjesen, por separado, un mismo
grado de respuesta de espanto (del inglés startle response) en
ratas y encontraron que la administracién exdégena de morfina tan
s6lo redujo la respuesta inducida por los choques eléctricos. El

modelo recuperativo-defensivo-perceptual de Fanselow (ver pag. 20)
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contempla una interaccién entre el miedo y el dolor, pero admite
que tan sélo el dolor y no el miedo, puede ser disminuido por la
accién de un mecanismo opidceo endégeno.

Sin embargo, Davis (1979) informa que la morfina produce una
reduccién de la respuesta de espanto potenciada en ratas, es decir,
actia sobre el aumento del espanto ante el estimulo sonoro,
producido por la presencia de una luz previamente apareada con un
choque (Brown y col., 1951). De esta manera, la morfina inhibe una
respuesta provocada por un estimulo originalmente inocuo, que por
medio de un condicionamiento pavloviano adquirié una connotacién
de peligro.

En un primer analisis, este Ultimo resultado aparenta ser
similar a los obtenidos con Chasmagnathus, dado que en ambos c;sos
la morfina demuestra modular la respuesta a un estimulo de peligro.
Por lo tanto, los resultados alcanzados con el cangrejo podrian ser
interpretados como en el trabajo de Davis, esto es, que la morfina
atenua la respuesta de escape del cangrejo al estimulo de peligro
porgque reduce su miedo o ansiedad. Sin embargo, hay una serie de
razones que hacen preferible la explicacién de una interferencia
en el proceso de decodificacién incluida como hipétesis de esta
tesis.

Primero, el término "miedo" es empleado para definir un estado
emocional que en las ratas es inferido a partir de una serie de
cambios comportamentales concomitantes con la respuesta
incondicionada bajo estudio. Asi, el 1llamado estimulo de miedo
condicionado ha mostrado ©provocar wuna amplia variedad de
respuestas, incluyendo cambios en la frecuencia cardiaca (Black vy

Toledo, 1872), supresién del comportamiento apetitivo (Bouton y
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Bolles, 1980), aumento de los comportamientos evitativos (Rescorla
y Lolordo, 1965) y congelamiento (Sigmundi y col., 1980). Por el
contrario, ninguna evidencia de cambios en el comportamiento,
concomitantes con los cambios en la respuesta de escape, fueron
identificados en Chasmagnathus ante la presentacién del objeto
pasante. Coincidentemente, en estudios de condicionamiento
efectuados con el cangrejo verde Carcinus maenas utilizando un
estimulo aversivo (Abramson y Feinman, 1987; Abramson y col., 1988;
Feinman y col., 1980) tampoco se describen cambios comportamentales
concomitantes con la respuesta incondicionada. En consecuencia,
hasta el presente parece injustificado suponer que la respuesta de
escape a estimulos aversivos o peligrosos en Chasmagnathus se
encuentre mediada por un estado emocional analogable al miedo.
Segundo, existe una notable diferencia entre la preparacién
de Davis y la descripta aqui: en la primera, la luz se convierte
en una sefial de peligro debido al apareamiento con choques
eléctricos, y es debido a esa experiencia previa que mas tarde la
luz aumenta la respuesta de espanto a un estimulo sonoro; en la
ultima en cambio, el objeto pasante es interpretado como una
amenaza de dafio innata (Krasne, 1972; Hiatt, 1948). A este
respecto, la respuesta de escape del cangrejo se asemeja al reflejo
normal de espanto acuistico de la rata, el cual no es afectado por
el pretratamiento con morfina (Davis, 1878; Warren e Ison, 1982).
Tercero, las evidencias provenientes de esta tesis indican que
los opidceos alteran la percepcién de los estimulos visuales de
peligro por provocar un debilitamiento de la conexidén entre la
sefal y su significado. Tales conclusiones no pueden ser extraidas

de los experimentos de Davis debido a gque en dicho estudio no se
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evalué la posibilidad de que el efecto inhibitorio de la morfina
sobre la respuesta de espanto potenciada de la rata, se deba a una
alteracién sobre el vinculo entre la luz y su significado adquirido
de peligro.

Cuarto, el enfoque interpretativo de que la morfina actua
interfiriendo el normal procesamiento de decodificacién del
estimulo, implica un modelo (ver mas adelante pag. 133) bastante
aproximado al esquema circuital sugerido por Nalbach para explicar
cémo los cangrejos detectan el acercamiento de un objeto e inician

la reacciédn de escape (Nalbach, 1990).

Causas Ultimas: aspectos evolutivos

Las di ferencias interespecificas en la capacidad de
habituacién de la respuesta de escape a la presentacién iterativa
de un estimulo visual de peligro pueden resumirse en los siguientes
términos: Chasmagnathus presenta una capacidad mucho mayor que
Pachygrapsus para habituarse, mostrando una habituacién de corto
término mads profunda mediada parcialmente por un mecanismo opiaceo
endégeno, y una adquisicién mas rapida de una mayor habituacién de
largo término, mediada al menos parcialmente por la representacién
mnésica de las claves del contexto. Estas diferencias, tienen lugar
a pesar de la estrecha relacién filogenética entre las especies
estudiadas, ambas pertenecen a la familia Grapsidae, y a pesar de
tratarse en ambos casos de cangrejos corredores semiterrestres que
despliegan wuna similar respuesta de escape. En consecuencia,

resulta razonable buscar algun tipo de correlacién entre las
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di ferencias en la capacidad de habituacién y las diferencias en las
presiones ecoldégicas que pudiesen haber favorecido la seleccidén de
uno u otro fenotipo (Peeke y Petrinovich, 1984; Petrinovich, 1984;
Treisman, 1984).

Es un hecho evidente que Chasmagnathus y Pachygrapsus son
claramente dispares en lo que se refiere a las condiciones
ecoldégicas impuestas por sus respectivos habitats. Chasmagnathus
es un cangrejo de estuario, vive sobre un sustrato fangoso blando
y se refugia en cuevas que él mismo construye, en tanto
Pachygrapsus es marino, vive sobre sustratos de roca sélida y busca
refugio en las grietas y cavidades de las piedras. No obstante, la
diferencia ecolégica mas importante en relacién al presente estudio
con;ierne al universo de objetos y sombras méviles que circundan
a cada cangrejo y que podrian ser confundidas con un predador.

Chasmagnathus integra populosas comunidades cuya densidad
alcanza valores de hasta 120 cangrejos por m? (Botto e Irigoyen,
1979) ocupando cuevas individuales, o a veces compartidas, ubicadas
muy cerca unas de otras. La especie habita en el mesolitoral
superior y supralitoral, wun &mbito colonizado por wuna densa
vegetacion representada principalmente por Spartina densiflora y
Spartina alterniflora. Estas especies vegetales presentan largas
ho jas erectas que van desde 0,3 a 2 m. de altura y se las encuentra
en densidades que algunas veces sobrepasan los 8 Kg/m2? (Olivier
y col., 1869 1; Botto e Irigoyen, 1978). La figura 23a ilustra una
vista general del terreno y la figura 23b un detalle en el que se
observa un ejemplo de la relacién espacial del cangrejo, su refugio
y la vegetacién. Por otra parte, los individuos de la especie

Pachygrapsus viven de manera bastante aislada unos de otros,
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ocupando el mesolitoral superior, en terrenos rocosos desprovistos
de vegetacion haléfita, es decir que habitan en un biotopo desnudo
en comparacion al de Chasmagnathus. La figura 23c ilustra ese

ambiente.

Fig 23 _ al Vistadel *cangrejal® de la bahia de Samborombén, donde viven miriadas de Chasmagnathus
granulatus. b) Detalle del habitat de Chasmagnathus. la flecha indica un cangrejo justo delante de su cueva. ¢}
Panorasa de los promontorios rocosos en el golfo de Napoles, cerca de la Stazione Zoologica, donde fueron
capturados los Pachygrapsus marmoratus.
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Cualquier organismo que ante un estimulo determinado es capaz
de ejecutar respuestas diferenciadas, se enfrenta al problema de
obtener suficiente informacién acerca de su ambiente para realizar
la eleccién del comportamiento mas conveniente. Algunos estimulos
portan informacién precisa que no requiere interpretacién sino tan
sélo respuesta, otros en cambio, informan acerca de una
consecuencia que no siempre se produce, por lo que requieren ser
evaluados. Es dable preguntarse que comportamiento favoreceria la
seleccién natural en respuesta a una secuencia de sefiales repetidas
que porten uno u otro tipo de informacién. Se puede suponer que,
si el significado de la sefial no cambia a lo largo de las
presentaciones se favoreceria una ausencia de habituacién, tales
sefiales son conocida; como indicadores deterministicos. Por el
contrario si el tipo de sefial puede corresponder c¢on una
probabilidad variable a un nimero diferente de causas, las sefiales
se denominan indicadores probabilisticos y conducirian a procesos
de habituacién (Treisman, 1984). Consecuentemente, en relacidén a
los estimulos que en la naturaleza sefializan peligros se postula
que cuanto mayor s la ambigiedad de la sefial mayor es el grado de
habituacién a ese estimulo (Fantino y Logan, 1979). Asi, cuando un
estimulo que de manera innata sefiala un posible dafio, cambia su
informaciéon probando ser invariablemente inocuo, se espera que
produzca una profunda habituacién [ej. la habituacidn de poliquetos
a la proyeccién subita de sombras, dentro de un contexto lleno de
plantas marinas flotantes (Clarck, 1960; 1960a ; Nicol, 1950), o
la habituacién de Aplysia a estimulos tactiles, dentro de un
biotopo de aguas turbulentas (Carew and Kupfeermann, 1974)1. Por

el contrario, no se espera habituacién alguna, cuando la relacién
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que vincula el estimulo y el dafio se mantiene univoca [e]j. el
reflejo pupilar inducido por relampagos de luz (Lehner, 1941)1. Por
consiguiente, el alto grado de habituaciéon de Chasmagnathus al
pasaje iterativo de un objeto, podria explicarse por la gran
ambigiedad que posee esta sefial para dicho animal. En efecto,
Chasmagnathus vive inmerso en un ambiente repleto de objetos
pasantes, representados fundamentalmente por las oscilaciones de
las largas hojas de Spartina provocadas por el viento, las cuales,
aunque puedan inducir la respuesta de escape, obviamente no son
seguidas por dafio alguno. En contraste, la mediocre habituacién de
Pachygrapsus podria explicarse por la alta probabilidad de que un
objeto pasante sefiale realmente un predador, ya que este animal
habita un biotopo escaso en estimulos ambiguoé de ©sas
caracteristicas.

Si dicha interpretacién es correcta, el valor adaptativo de
las diferencias en la habituacién entre ambas especies puede ser
puesto en los siguientes términos.

Cuando Chasmagnathus se enfrenta
reiteradamente y sin consecuencias con un
estimulo visual de peligro dentro de un
contexto reconocible, esto significa, conforme
a lo que resulta de la historia natural de la
especie, que ese estimulo no comporta riesgo
Y que puede abolirse la respuesta de escape,
lo que le permite ahorrar tiempo y esfuerzos;
por el contrario, la historia natural de
Pachygrapsus, para quien casi todo objeto

pasante es un predador, le determina un
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sostenido nivel de reactividad ante un
estimulo visual iterativo de peligro, lo que

le permite mantenerse a salvo de los enemigos.

Lozada y col. (1990) demostraron que Chasmagnathus habituados
al pasaje de una pantalla movida horizontalmente, recuperan su
respuesta de escape cuando son evaluados con la misma pantalla pero
movida verticalmente. Por lo tanto, la habituacién de largo término
en Chasmagnathus es estimulo-especifica, es decir, depende de la
constancia en las variables espaciales de la estimulacién, un
resul tado coincidente con los obtenidos en condiciones naturales
con otros animales, donde la habituacién de largo término no se
observa cuando los estimulos ap;recen en sitios o con movimientos
diferentes a los iniciales (Shalter, 1984; Falls, 1969; Hale vy
Almquist, 1960). AdemAs, los resultados de esta tesis sugieren la
existencia de una especificidad del contexto (experimentos 16 y
17). Por 1o tanto, pese a que la respuesta de escape de
Chasmagnathus puede ser eficazmente habituada, el cangrejo mantiene
la capacidad de reaccionar con esa misma respuesta ante cualquier

novedad, sea en el estimulo habituante como en el entorno.

La hipétesis que se viene exponiendo implica suponer que las
oscilaciones de las hojas de Spartina son efectivamente capaces de
evocar una respuesta de escape habituable. El resultado de un test
realizado bajo condiciones de laboratorio permite tal suposicién.
En efecto, cuando la pantalla pasante se reemplazé por un conjunto
de hojas de Spartina (simulando las caracteristicas del follaje en

la naturaleza) que se hicieron oscilar por sobre el actémetro
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durante 9 seg. en una sesién de 15 ensayos con un intervalo entre

ensayos de 180 seg., se obtuvo una fuerte reacciéon de escape que
se atenud como de costumbre ( Fig. 24).
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Fig. 24 _ Respuesta de un cangrejo Chassagnathus durante una sesion de 15 ensayos con 180 seg. de
intervalo entre estimulos, donde el estimulo consistié en movimientos oscilantes de un conjunto de hojas de
Spartina por sobre el actémetro, en lugar de la tipica pantalla.

Las diferencias que conciernen al mecanismo opiadceo endégeno
que asiste la habituacidén de corto término en Chasmagnathus y no
lo haria en Pachygrapsus, deben también ser entendidas como una
consecuencia de procesos de seleccién natural. En efecto, varios
autores han explicado las diferencias halladas en las respuestas
antinociceptivas y en la actividad opiacea endégena, en términos
de adaptaciones genéticas a las condiciones ambientales
experimentadas por diferentes linajes de una misma especie
(Moskowitz y col., 1985; Oliverio y col., 1983; Panocaka y col.,

1986), por diferentes poblaciones de la misma especie [como las del
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ratéon Peromyscus maniculatus que ocupan Aareas geograficas de
ambientes diferentes (Innes y Kavaliers, 1987; Kavaliers e Innes,
1987)1, o por los diferentes morfos del caracol de tierra Cepea
nemoralis {Kavaliers, 1988; 1988a; 1989; 198%a; 1892).

Los estudios acerca de la participacién de un mecanismo
opiacso endégeno en la modulacién de la habituacién en
Chasmagnathus estuvieron restringidos a la habituacién de corto
término. Sin embargo, podria ser que este mecanismo tuviese una
funcién moduladora también en la habituacién de largo término,
aunque activado por un estimulo diferente. Es decir, mientras en
el entrenamiento, los opiadceos endégenos serian liberados por la
presentacién iterativa del estimulo; en el test, podrian ser
liberados por la sola exposicidén a las claves contextuales durante
el periodo de adaptacidén, reduciendo asi el nivel de respuesta
desde los primeros ensayos. A este respecto, es interesante hacer
notar que la retencién se manifiesta como un descenso paralelo de
la curva de respuesta de los animales entrenados en relacién a los
controles (Fig. 20a y primeros bloques de las Fig. 8a, 14 y 16),
de una manera seme jante al descenso provocado por la
preadministracién de 75 ug/g de morfina (Fig. 7). Esta proposicién
se enmarca aproximadamente dentro del fenémeno conocido como
analgesia condicionada (Fanselow y col, 1988; Fanselow y col, 1991;
ver pag. 20). Sin embargo, pese a que tres de los hallazgos de esta
tesis se ajustan a esa hipétesis, es decir, la memoria del
contexto, la especificidad del contexto de la habituacioén de largo
término y el bajo nivel de respuesta desde el primer ensayo, no
existen aun evidencias de que el naloxono administrado antes del

test suprima el decremento inicial de la respuesta en Chasmagnathus
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habituados.

Se ha argumentado que el valor adaptativo de la SIA de tipo
opiacea, consiste en permitirle al animal sustraerse ante
situaciones comportamentalmente incontrolables, de modo de ahorrar
asi energias (ver pag. 23).

Tomando en consideracién que en Chasmagnathus funciona un
mecanismo opidceo endégeno que contribuye a alcanzar una mas rapida
y profunda habituacién de corto término, la posesion de tal
mecanismo tendria un valor adaptativo que puede ser descripto en
los siguientes términos.

Cuando Chasmagnathus se enfrenta
reiteradamente y sin consecuencias con un
estimu{o visual de peligro dentro de un
contexto reconocible, esto significa, conforme
a lo gue resulta de la historia natural de la
especie, que ese estimulo no comporta riesgo.
En tales circunstancias, la activacién de un
sistema opidceo endégeno, interfiriendo el
significado de peligro del estimulo, inhibe la
respuesta de escape, permitiendole ahorrar

tiempo y esfuerzos.

Los resultados obtenidos con ambas especies demuestran que los
animales mads viejos poseen menor capacidad para adquirir una
habituacién de largo término (Experimento 11). A pesar de las
abundantes investigaciones realizadas en vertebrados que indican
una disminucién de la capacidad de aprendizaje y memoria por efecto

de la edad, existen muy pocos estudios de esta indole en

127



invertebrados.

Un trabajo reciente (Chichery y Chichery, 1992) informa que los
individuos viejos del cefalépodo Sepia officinalis, a diferencia
de los jovenes, muestran una seria incapacidad en lo referido a la
memoria de largo término, acompafiada por defectos en la
coordinacién visual-motora, falta de comportamiento apetitivo y
sefiales de degeneracién en algunas &reas del sistema nervioso

central, sintomas que en conjunto anticipan la muerte inminente del

animal. Sin embargo, no necesariamente los cambios ocurridos en el
comportamiento con la edad deben estar relacionados con la
decadencia senil; en muchos casos, podrian estar determinados por

cambios en las presiones ecoldégicas. Tal posibilidad parece ser
especialmente viable en lo que respecta a los comportamientos de
evitacion de predadores, ya sea a causa de la seleccidén del tamafio
del alimento por parte del predador (Morse, 1980; Al ford, 1989) ds
modo que el sé6lo tamafio constituye un refugio para la presa
(Richards, 1992) o debido a los cambios fisiolégicos y morfolégicos
que tienen lugar en los animales mayores y que favorecen la
adopcidon de nuevas estrategias de evitacién. Dos ejemplos ilustran
este tipo de cambio ontogénico del comportamiento. En el estado
Juvenil de la langosta Homarus americanus, la respuesta de escape
prevalece sobre 1a respuesta defensiva, mientras que en los
animales mayores, la uUltima reemplaza casi totalmente a la primera
(Lang y col., 1977). En el mantido Stagmatoptera biocellata, se
conocen dos estrategias de evitacién del predador, el congelamiento
y la reacecion para espantar, pero mientras que la primera es la
Unica respuesta defensiva en los individuos del primer estadio

larval, la segunda es la uUnica en los adultos (Balderrama y
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Maldonado, 18973).

Considerando que los Chasmagnathus y Pachygrapsus grandes
poseen intactas sus aptitudes para escapar y no manifiestan
sintomas de incapacidades fisicas, parece indicado buscar alguna
correlacién entre la reduccién ontogénica en la capacidad de
habituacién de largo término y cambios ontogénicos en las presiones
ecolégicas. En otras palabras, preguntarse cuales podrian ser los
cambios ecolégicos en la vida de los cangrejos grandes, que hacen
que la capacidad de habituacién de largo término deje de resultar
adaptativa.

A diferencia de los individuos jévenes, los Chasmagnathus mas
grandes se encuentran preferencialmente en Areas de escasa
vegetacién (Bond-Buckup y col, 1991) de modo que no se hallan
sumergidos en el tipico universo de hojas de Spartina movidas por
el viento. Por lo tanto, de acuerdo con las ideas expresadas
anteriormente para interpretar los resultados entre las especiss,
podria decirse que el cambio ontogénico de ambiente implica para
Chasmagnathus un aumento en la probabilidad de que un objeto
pasante este sefializando efectivamente la presencia de un verdadero
predador, y en consecuencia, una disminucién del valor adaptativo
de la habituacién de largo término.

Un rasgo que parece caracterizar el comportamiento de los
individuos mayores, tanto de Chasmagnathus como de Pachygrapsus,
es un marcado decaimiento en su actividad exploratoria. Esta
observacién es coincidente con la apuntada por Hiatt (1948) para
Pachygrapsus crassipes y con resultados obtenidos en nuestro
laboratorio trabajando con Chasmagnathus en un dispositivo de

eleccion de doble camara (Dimant y Maldonado, 1992) donde los
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cangrejos grandes instalados en uno de los compartimientos,
mostraron latencias de pasaje a la otra camara, significativamente
superiores a la de cangrejos mas Jjovenes (joévenes: X= 181,53 seg.
EE= 27,73; viejos: X= 340.25 seg. EE= 37,89; P< 0,005; datos del
autor). Si este cambio ontogénico, es entendido como una tendencia
a pasar largos periodos de tiempo dentro de cuevas o grietas, una
habituacién de larga duracidén a un objeto pasante pareceria ya no
representar un rasgo de valor adaptativo.

En resumen, la preferencia por areas sin vegetacion en el caso
de los grandes Chasmagnathus y la fuerte tendencia en la reduccién
de la exploracién en el caso de los 1individuos grandes de
Chasmagnathus y Pachygrapsus, podrian hacer de su capacidad juvenil
para adquirir una habituacién de largo término ante un objeto
pasante reiterado, un caracter de escaso valor adaptativo. La
hipotesis que relaciona reduccién de la memoria en los animales
viejos con cambios en las presiones ecolégicas ligadas a la edad,
esta de acuerdo con observaciones sobre cambios ontogénicos en el
nicho ecolégico, sin embargo, es necesaria una mayor informacién
sobre los ambientes y el tiempo que transcurren en cuevas y grietas

los animales jévenes y viejos de cada especie.

Un modelo de valor heuristico

La teoria evolutiva ofrece una explicacién general acerca del
comportamiento animal, con un doble enfoque; uno evolutivo
propiamente dicho, que abarca el conjunto de interrogantes que

giran en torno de una misma pregunta: qué rasgos del mundo real,
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(qué constrefiimientos ambientales) hacen del patrén comportamental
que observamos el mejor para la sobrevivencia del animal; y un
enfoque fisiolégico, que ocupa las cuestiones acerca de las
disposiciones anatémicas y fisiolégicas que adecuan las aptitudes
del! animal a los requisitos de su situacién evolutiva. Durante el
desarrollo de la presente tesis se han transitado ambos aspectos,
obteniéndose resultados que han permitido las interpretaciones
hasta aqui referidas. A partir de alli, y en base a una serie de
modelos propuestos por otros autores tendientes a explicar
diferentes aspectos de los procesos de habituacidén y de modulacién
nociceptiva, se propone una adaptacion del esquema general ideado
por Davis y File (1984), para interpretar el funcionamiento de la
habituacién a un estimulo ;isual de peligro en Chasmagnathus. EI
mismo se ilustra en la figura 25, donde puede verse que el estimulo
visual de peligro evoca la respuesta de escape a través de la via
refleja estimulo-respuesta, a la vez que por una via distinta
activa el mecanismo opiidceo modulador cuya accién se manifiesta,
a medida que el estimulo se reitera, como una inhibicién pre y/o
postsinidptica sobre la via refleja. La disminucién de la eficiencia
sinaptica en la via refleja a lo largo de los ensayos corresponde
a la habituacién intrinseca, en tanto que la inhibicién producida
por la activacién del sistema modulador corresponde a la
habituacién extrinseca. Ambos procesos conducen en igual sentido
a la reducciéon de la respuesta de escape. Ha sido sugerido que la
presentacién apareada de un estimulo con la activacién de un
sistema modulador puede conducir a la activacién condicionada de
ese sistema (Fanselow y col.,1988; Fanselow y col, 1991; Davis,

1979). En la teoria de SOP (pag. 20) se propone que en la
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habituacién subyace un proceso de condicionamiento en el que las
claves del contexto ambiental se asocian de manera de convertirse
en un estimulo condicionado. Teniendo en cuenta estas dos ultimas
consideraciones, puede verse en el esquema que el sistema modulador
opidceo de Chasmagnathus podria ser activado tiempo después, por
la sola exposicién a las claves contextuales que estuvieron

presentes durante la percepcién del estimulo aversivo.

ESTIMULO
CONDICIONADO -

$‘
+

SISTEMA
? + MODULADOR
Q _1 ESTIMULO

+ l/ //—VISUAL DE =
PELIGRO
SISTEMA
REFLEJO
RESPUESTA
DE ESCAPE -
Fig. 25_ Esquesa de un posible modo de funcionamiento de la habituacién a un estimulo visual de

peligro en Chasmagnathus. CR: células reflejantes, M0: células del sistema modulador opidceo. Los signos + indican
sinapsis excitatorias, los - sinapsis inhibitorias. Las lineas interrumpidas sugieren la posibilidad de un nimero

indetersinado de neuronas intermedias.
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Debe observarse que la referencia a una via o sistema reflejo
no implica suponer que las complejas relaciones neurolégicas que

se activan desde la estimulacién, pueden reducirse a un "arco

reflejo", Treisman (1984), sugiere que s mejor considerar
separadamente tres aspectos de ese sistema: a) el sistema
perceptual, b) los efectores que pueden ser activados por éste y

c) el mecanismo de decisiones que debe elegir entre las respuestas
posibles; y propone un modelo teérico de interaccion entre esas
tres partes. Es evidente que aun la via refleja mas simple que
pueda concebirse para explicar la respuesta de escape a un estimulo
visual en Chasmagnathus, involucra un gran procesamiento de la
informacién que ingresa, antes de la toma de decisién de 1la
respuesta mas conveniente. El! modelo propuesto por Nalbach (ver
pag. 29) proporciona una idea de la magnitud de tal complejidad.
El enfoque interpretativo de que la morfina actda interfiriendo el
normal procesamiento de decodificacién del estimulo, implica un
modelo bastante aproximado al esquema circuital sugerido por
Nalbach para explicar cémo los cangrejos detectan el acercamiento
de un objeto @ inician la reaccién de escape. En ese modelo la toma
de decisién entre las opciones escapar o no escapar, la llevarian
a cabo las células reflejantes de la médula interna. De acuerdo al
esquema aqui propuesto, la generacién de potenciales de accién de
estas ceélulas puede ser modulada en Chasmagnathus, por la acciodn
de un sistema opiadceo endégeno.

El posible interés del esquema que aqui se propone radica en
su poder heuristico. En efecto, éste permite realizar algunas
predicciones capaces de ser puestas a prueba. Dos de ellas tienen

relaciéon con los resultados de la presente tesis. a) En estudios
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electrofisiolégicos, partiendo de la base de que el parametro
critico del estimulo para evocar la respuesta es un nivel de
excitacion supraumbral en las c¢élulas reflejantes, deberia
esperarse que la morfina, pero no el GABA, fuese capaz de disminuir
la frecuencia de disparo de potenciales de accién de dichas células
ante la presentaciéon de estimulos visuales de peligro. b) En
estudios farmacolégicos, admitiendo que las claves contextuales
pueden condicionarse de manera de activar el mecanismo opiaceo
endégeno, se esperaria que la administracién pre—-test de naloxono

redujese al menos parcialmente la retencién.

I A /
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