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RESUMEN

El cerebro de los grupos filogenéticamente mas antiguos, como peces y anfibios, no presenta
neocorteza cerebral, teniendo una organizacion mas simple que la observada en los mamife-
ros. En particular, los anfibios son un grupo clave dentro de los vertebrados pues representan
la transicion desde el agua a la tierra. Desde la perspectiva de la evolucion cerebro-conducta,
este grupo sirve especialmente para interpretar cudles son las implicaciones que tal transicién
pudo haber tenido en la organizacién cerebral. Por lo tanto, los anfibios ofrecen la oportunidad
unica de encontrar los mecanismos basicos de una amplia variedad de comportamientos sin
una fuerte modulacion cortical.

Este articulo incluye la descripcion de tres procedimientos en anfibios que se han desarrollado
en nuestro laboratorio para estudiar diversos aspectos del aprendizaje, tanto apetitivo como
aversivo, asi como sus bases neurales. En primer lugar, el aprendizaje en una situacién de
corredor recto, en la que el pallium medial (drea homologa al hipocampo de mamiferos) esta
implicado funcionalmente en la extincion de la respuesta. En segundo lugar, el aprendizaje es-
pacial, donde la activacion del pallium medial también juega un papel fundamental. Por ultimo,
varias situaciones de aprendizaje aversivo de evitacion, donde el striatum (drea homéloga a la
amigdala de mamiferos) asumiria un importante papel funcional.

Globalmente, el estudio del modelo de los anfibios estd empezando a dar las claves sobre los
mecanismos neurales basicos de estos comportamientos aprendidos. Ademas, el conjunto de
estos datos muestran que estos procesos de aprendizaje son muy generales entre los distintos
grupos de vertebrados, lo que sugiere que estos caracteres han sido altamente conservados a

lo largo de la evolucion.

Palabras clave: Anfibios; Rhinella arenarum; Aprendizaje; Pallium medial-hipocampo; Striatum-
amigdala; Evolucion cerebro-conducta.

ABSTRACT

The brain of phylogenetically older groups (such as fish and amphibians) does not present
neocortex, taking a simpler organization than that observed in mammals.

Particularly, amphibians are a key group in vertebrates as they represent the transition from
water to land. From the perspective of brain-behavior evolution, this group is especially useful
to elucidate what the implications of such a transition might have had on brain organization.
Therefore, amphibians offer the unique opportunity to find basic mechanisms of a wide variety
of behaviors without a strong cortical modulation.

This article includes a description of three procedures in amphibians that we have developed in
our laboratory to study several aspects of learning, both appetitive as aversive, and their neural
basis. First, learning in a runway situation, in which the medial pallium (homologous to the
mammalian hippocampus) is functionally involved in the extinction of response. Second, spa-
tial learning, where activation of the medial pallium also play an essential role. Finally, several
aversive learning situations of avoidance, where the striatum (homologous to the mammalian

amygdala) would assume an important functional role.
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As a whole, the study of the amphibian model is beginning to provide keys about

the basic neural mechanisms of these learned behaviors. Moreover, all these data

show that these learning processes are very general among different groups of

vertebrates, suggesting that these characters have been highly conserved in the

course of evolution.

Key words: Amphibians; Rhinella arenarum; Learning; Pallium medial-hippocam-

pus; Striatum-amygdala; Brain-behavior evolution.

Introduccion

Evolucion de los sistemas cognitivos cerebrales:
Los anfibios, el eslabon perdido

Desde la perspectiva de la evolucion cerebro-
conducta, los anfibios son un grupo crucial dentro
de los vertebrados pues representan la transicién
desde el agua a la tierra y todas las consecuencias
que dicha transicion generd en la organizacion ce-
rebral. Si bien hay estudios morfologicos acerca de
la anatomia del sistema nervioso en anfibios (por
ejemplo, Northcutt, 1974; Northcutt y Kicliter, 1980;
Northcutt y Ronan, 1992), es sorprendente entonces
la escasa informacidn con la que se cuenta acerca de
la organizacion del cerebro de los anfibios en relacion
a sus capacidades de comportamiento en general, y
con el aprendizaje y la memoria en particular.

La conjuncioén de estudios desde la neurocien-
cia, la biologia evolutiva, la fisiologia del comporta-
miento yla psicologia comparada ha revelado mucho
sobre como las caracteristicas de organizacion del
cerebro han sido moldeadas por la evolucion para
explicar el alcance de las capacidades cognitivas que
se encuentra en los animales.

La metodologia cladistica derivada de la sis-
tematica filogenética es esencial para estudiar la
evolucion de caracteres que, como el cerebro y la
conducta, conservan un escaso registro fosil (Papini
et al., 1999). Probablemente, la razén més impor-
tante para estudiar los sistemas de aprendizaje y
memoria mediante comparaciones entre especies es
que éstos pueden ser una via para comprender las
complejas relaciones entre estructura y funcion; es
decir, entre los patrones de conducta y los arreglos
estructurales y de organizacion del sistema nervioso
central que hacen posible tales conductas (Bingman,
1990). Sin embargo, para que esta estrategia compa-
rativa sea consistente se requiere el andlisis de una
variedad suficiente de especies y grupos zoolégicos,
y realizar estudios en multiples niveles de analisis
(Nadel, 1990). Esto es especialmente cierto en el
caso de la investigacion sobre los mecanismos de
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comportamientos complejos. Tales conductas son
esenciales para la supervivencia y derivan en su
mayor parte de procesos de aprendizaje. Asi, dentro
del conjunto de rasgos adaptativos esenciales cobra
relevancia el estudio de: (i) el aprendizaje apetitivo
(que implica obtener una recompensa; por ej., co-
mida), incluyendo el efecto de cambios sorpresivos
en estas recompensas y el aprendizaje de orientacion
en el espacio; y (ii) el aprendizaje aversivo (donde
se recibe un castigo; por ej., una descarga eléctrica),
como las conductas de escape y de evitacion.

Dada la importancia evolutiva de los anfibios
en la comprension de las relaciones entre la es-
tructura del sistema nervioso y el comportamiento,
hemos desarrollado en nuestro laboratorio desde
hace mas de veinte aios una amplia serie sistematica
de trabajos que han permitido recolectar una buena
cantidad de informacidn acerca de las capacidades
de aprendizaje de una especie de anfibio anuro, el
sapo Rhinella arenarum (= Bufo arenarum) (Anura:
Bufonidae) (Hensel, 1867) (ver por ejemplo, Muzio
et al., 1992, 1993, 2006, 2011; Papini et al., 1995;
Muzio, 1999; Daneri et al., 2007, 2011). Parte de
este conjunto de resultados seran desarrollados en
el presente articulo, resaltando el papel que tienen
los anfibios en el entendimiento de los mecanismos
neurales basicos que subyacen a estos fenémenos de
aprendizaje en todos los vertebrados.

Estructura cerebral de los anfibios y homologias
A nivel comparativo, el cerebro de grupos filogené-
ticamente antiguos (como peces y anfibios) no pre-
senta neocorteza, mostrando asi una organizacion
mas simple que en mamiferos (Fig. 1).

En particular, la estructura cerebral de los anfi-
bios muestra las subdivisiones basicas del telencéfalo
de los vertebrados, sin la presencia de neocorteza
(Fig. 2).

En el sapo Rhinella arenarum, como en todos
los anfibios, la porcién dorsomedial de su cerebro
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Figura 1. Representacion esquematica de un corte transversal
del telencéfalo de varias especies de vertebrados de los grupos
mas estudiados: Agnatha (Lampetra), Chondrichthyes (Squa-
lus), Actinopterygii (Polypterus'y Carassius), Amphibia (Rana),
Reptilia (Podarois), Aves (Columba) y Mammalia (Rattus).
Abreviaturas: A, amigdala; Hip, hipocampo; Pd, pallium dorsal;
Pl, pallium lateral; Pm, pallium medial; Ppl, prominencia palial
lateral; Se, septum; St, striatum; V; ventriculo lateral. (Nota: sdlo
se especifican las dreas representativas que se mencionan en el
texto). Adaptado de Papini et al. (1999).

anterior, llamada pallium medial, generalmente se
asemeja al hipocampo encontrado en los vertebrados
plenamente terrestres (de hecho, vulgarmente se
lo describe como “primordium hipocampal”). Lo
propio ocurre con la porcidn ventrolateral, llamada
striatum (incluyendo a sus principales componentes
amigdaloides o “sistema amigdalo-striatal”), que se
sugiere semejante a la amigdala de los mamiferos.
Es importante sefialar aqui que en ambos casos:
(a) existe un consenso generalizado acerca de la
homologia de estas regiones en base a evidencia
anatomo-fisioldgica y neuroinmunohistoquimica;
a pesar que (b) la organizacion citoarquitectonica
de cada region carece de la complejidad anatomica
encontrada en los demas grupos terrestres, al menos
basada en sus tipos celulares y su distribucion (para
homologia Pallium medial-hipocampo ver: North-
cutt, 1974; Northcutt y Kicliter, 1980; Walaas, 1983;
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Contestabile et al., 1990; Northcutt y Ronan, 1992;
para Striatum-amigdala: Wilczynski y Northcutt,
1983; Moreno y Gonzalez, 2004). En la actualidad
también se cuenta con informacion que contribuye
a sustentar la validez de las homologias de estas
areas proveniente del campo de la genoarquitectura
neural (término usado para definir el analisis de la
arquitectura de un centro neural sobre la base de su
patron de expresion génica; Ferran et al., 2009). Asi,
se sumoé numerosa evidencia de areas homdlogas en
todas las principales subdivisiones cerebrales, reco-
nocidas a partir de patrones comunes de expresion
de numerosos genes del desarrollo (para las dos areas
mencionadas, ver Wulliman y Rink, 2002; Moreno y
Gonzalez, 2006, 2007; Gonzalez y Northcutt, 2009;
Medina et al., 2011; Morona et al., 2011; Martinez-
Garcia et al., 2012).

El hipocampo es una de las estructuras del
cerebro que ha demostrado ser particularmente
interesante para los investigadores. El papel del hi-
pocampo en los procesos de aprendizaje y memoria
es una caracteristica general compartida por un am-
plio nimero de grupos de vertebrados (Rodriguez
et al., 2002; Bingman et al., 2009); sin embargo, la
organizacion neural del hipocampo y su papel en la
cognicion presentan diferencias interesantes en las
especies animales con distintas ecologias de com-
portamiento (Pravosudovy Clayton, 2002; Bingman

Figura 2. Izquierda: Vista dorsal del cerebro del sapo Rhinella
arenarum. La flecha sefiala la posicion de la seccidn transversal
mostrada en el sector derecho. Derecha: Corte transversal (x50)
del telencéfalo de Rhinella arenarum. La linea peduncular de
la zona limitante medial (ZLM) termina en un drea relativa-
mente mas blanca que separa el MP de la parte mas ventral del
telencéfalo. Las dreas se distinguen por zonas donde disminuye
la densidad de somas celulares. Abreviaturas: C, cerebelo; D,
diencéfalo; LP, pallium lateral; LV, ventriculos laterales; MP,
pallium medial; MS, Septum medial; OB, bulbos olfatorios; OL,
l6bulos 6pticos o tectum; ST, striatum; T, telencéfalo; ZLM, zona
limitante medial; IITv/IVv, tercer/cuarto ventriculo; V/VII-VIII/
IX-X, pares de nervios craneanos. (Fotografia y dibujo Rubén
N. Muzio).
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et al., 2006). A partir de la importante pérdida de
memoria en el paciente HM después de una lesion
quirugica de la formacién hipocampal hace mas de
50 anos (Scoville y Milner, 1957), la relacion entre el
hipocampo y la memoria ha sido un drea destacada
de investigacion en neurociencias (Anderson et al.,
2007). El descubrimiento de las llamadas células de
lugar del hipocampo en la década de 1970 (O’Keefe
y Dostrovsky, 1971), y en particular los efectos per-
sistentes del dafio hipocampal sobre la cognicién
espacial en animales, ha creado un interés particular
en como la actividad neuronal en el hipocampo trata
de representar el espacio y como esta representacion
se utiliza para guiar la memoria y los procesos de
navegacion. Es importante sefialar también que el
papel del hipocampo en la cognicién no esta limi-
tado al espacio (Wood et al., 2000), encontrandose
por ejemplo equivalencias entre varias clases de
vertebrados en cuanto a su funcion en la inhibicién
de respuestas previamente aprendidas (Jarrad e
Isaacson, 1965; Rawlins et al., 1980).

Es llamativa la similitud del papel del hipocam-
po de los mamiferos, aves y reptiles en la cognicién
espacial (Colombo y Broadbent, 2000). Naturalmen-
te esto ha planteado la cuestion de cudles son las
presiones evolutivas que, por un lado, han llevado
a este papel similar en la cognicién, mientras que
por otro lado, han permitido al mismo tiempo (i)
diferencias a gran escala en la organizacion anato-
micay fisiologica entre las distintas clases amniotas
(Bingman y Sharp, 2006), y (ii) diferencias a pequefa
escala en especies estrechamente relacionadas con
diversas historias naturales (por ejemplo, Pravosu-
dov y Clayton, 2002). Asi, sabemos bastante acerca
de la organizacién comparativa y la funcion del
hipocampo, aunque restringida fundamentalmente
a mamiferos, aves y reptiles (véase Papp et al., 2007).

Por su parte, la amigdala es una de las regio-
nes mas relacionadas con el establecimiento del
aprendizaje aversivo en sus distintas modalidades
sensoriales. Especificamente, lesiones de la amigdala
impiden la adquisicion de este tipo de aprendizaje
(Gallagher et al., 1990; Antoniadis y McDonald,
2001; LeDoux, 2003; Pare et al., 2004). En términos
generales también se relaciona a esta area con los
circuitos responsables de los miedos aprendidos
(LeDoux, 2000; Blair et al., 2001). Y en particular,
parece actuar no sélo ante condiciones aversivas
(por ej., una situacion de castigo), sino también ante
la omision inesperada de una recompensa (Papini,
2002, 2003). Como en el caso del hipocampo, se
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sabe bastante acerca de la organizacién y funciones
comparadas de la amigdala y regiones homologas en
varias clases de vertebrados (incluyendo mamiferos,
aves, reptiles y peces), pero muy poco acerca de lo
que sucede en anfibios (Broglio et al., 2005).

La escasa informacion general disponible para
el grupo de los anfibios llama particularmente la
atencion. Desde una perspectiva evolutiva, tal vez el
momento mds critico en la evolucion de los verte-
brados es justamente cuando los anfibios tetrapodos
invadieron la tierra. De hecho, como grupo, los anfi-
bios representan la transicion de la vida desde el agua
a la tierra y todo lo que conlleva con respecto a la
organizacion del cerebro y la conducta. Asi, aunque
ninguna de las especies animales existentes se puede
considerar un remanente de los primeros anfibios,
mas que cualquier otro grupo de vertebrados, los
anfibios modernos probablemente conservan ca-
racteristicas de la organizacion del cerebro que se
asemejan a los tetrapodos anfibios de hace unos 400
millones de afos y ofrecen una oportunidad tnica
para examinar las regiones homologas al hipocampo
y la amigdala desde una perspectiva evolutiva atin
mas remota (Papini et al., 1999; Bingman, 2002).

En términos de organizacion general de la es-
tructura cerebral, el modelo de los anfibios brinda
asi una posibilidad tnica de encontrar mecanismos
basicos de una amplia variedad de comportamientos
sin una fuerte modulacién cortical.

Como veremos mas adelante, a pesar de la
organizacidn aparentemente simple de la forma-
cién hipocampal, en nuestro laboratorio hemos
demostrado que los sapos son capaces de adquirir
aprendizajes relativamente complejos (Muzio et al.,
1992,2006,2011; Daneri et al., 2011) y que el pallium
medial es importante para ciertos aspectos de su
capacidad de aprendizaje (Muzio et al., 1993, 1994;
Papini et al., 1995). De hecho, a partir de nuestros
estudios con respecto al hipocampo y la cognicion,
Rhinella arenarum se ha convertido en la especie
de anfibio mas estudiada que cualquier otra en este
sentido.

Numerosas evidencias apoyan la relacién
funcional del hipocampo y la corteza frontal de los
mamiferos, asi como las dreas homologas en otros
vertebrados, con el aprendizaje apetitivo (Bingman,
1990; Nadel, 1990; Muzio, 1999; Papini et al., 1999).
En forma complementaria, otro conjunto de eviden-
cias relaciona a la amigdala de los mamiferos, asi
como las regiones homdlogas en otros vertebrados,
con el aprendizaje aversivo (Gallagher et al., 1990;



Antoniadis y McDonald, 2001; Ledoux, 2003; Pare
et al., 2004; Portavella et al., 2004a, 2004b). En este
sentido, desde una perspectiva comparada estan
dadas las condiciones para abordar en anfibios el
estudio de la relacidn funcional de estas areas ce-
rebrales con diversas conductas aprendidas, tanto
apetitivas como aversivas.

Regulacion de la absorcion de agua en los anfibios
Los anfibios dependen en gran medida del agua
tanto para la supervivencia como para la reproduc-
cion (Duellman y Trueb, 1986). Teniendo en cuenta
esta caracteristica, la situacién de entrenamiento
usada en nuestros experimentos esta basada en una
rehidratacion después de una deprivacion de agua.
Estudios previos han determinado que la rehidrata-
cion en los anfibios terrestres es llevada a cabo por
la absorcion de agua via cutanea a través de un drea
especializada de piel en la region ventral posterior,
conocida como parche pélvico, altamente vasculari-
zada e inervada (Bentley y Main, 1972; Christensen,
1974; Hillman et al., 2009). La permeabilidad de este
parche pélvico puede ser incrementada a través de
la accién de la hormona antidiurética de los anfi-
bios, arginina vasotocina (AVT), aunque también
interviene un control beta-adrenérgico (Segura
et al., 1982; Hillyard et al., 1998; Reboreda et al.,
1991). Por otra parte, este flujo de agua a través de
las membranas de la piel estda mediada por canales
que conducen agua, las acuaporinas (Susuki et al.,
2007). Finalmente, dado que la captacion de iones
sodio y cloro en anfibios también se realiza por piel,
se encuentran en su estructura receptores a electro-
litos en solucién en el medio externo (Reboreda y
Segura, 1984).

Asi, en todos nuestros estudios la situacidon
general de entrenamiento consisti6 en el desarrollo
de una conducta de aprendizaje utilizando agua o
distintas soluciones salinas como reforzadores.

Distintas formas de aprendizaje en anfibios y
sus bases neurales

A continuacion se resume a modo de ejemplo la
descripcion de tres procedimientos en anfibios
que se han desarrollado en nuestro laboratorio
utilizando el sapo Rhinella arenarum para estudiar
diversos aspectos del aprendizaje, tanto apetitivo
como aversivo, asi como los mecanismos neurales
que subyacen a estas conductas. En primer lugar, se
describe el aprendizaje asociativo en una situacion
de corredor recto, donde se corrobora que el pallium
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medial (area homdloga al hipocampo de mamiferos)
juega un papel funcional esencial en la extincion de
la respuesta previamente aprendida. En segundo
lugar, el aprendizaje espacial, donde también esta
implicada la activacion del pallium medial mediando
la repuesta de orientacion en al ambiente. Por ulti-
mo, varias situaciones de aprendizaje aversivo de
evitacion, en donde es el striatum (area homologa
a la amigdala de mamiferos) el que asumiria un
importante papel funcional.

I. Aprendizaje asociativo en un corredor recto

La situacién de corredor recto ha mostrado ser
apropiada para el estudio del aprendizaje en el sapo
Rhinella arenarum. Un corredor recto consiste en
un aparato experimental dividido en tres comparti-
mientos: (i) partida, (ii) corredor propiamente dicho
y (iii) meta. Dado que en nuestros experimentos se
utiliza una motivacién por ingesta de agua reali-
zando una deshidratacion parcial previa, durante
el entrenamiento se colocaba en el compartimiento
meta un recipiente con agua, permitiendo el acceso
de los animales a esta recompensa o reforzador.

En estudios iniciales se verific que el desem-
pefo de los sapos en un corredor recto mejoraba
después de una serie de sesiones de entrenamiento,
y era seguido de una relativamente rdpida extin-
cion cuando el reforzamiento era retirado (Muzio
et al., 1992). En particular, se observaron diversos
fenémenos de aprendizaje comunes a una amplia
variedad de vertebrados, tales como la adquisicion
bajo condiciones de entrenamiento masivo y espa-
ciado, la extincidn, la recuperacion espontanea, el
efecto subsiguiente al refuerzo, y los efectos de la
magnitud del reforzamiento y del reforzamiento
parcial en la adquisicion (Mackintosh, 1974). Ex-
perimentos posteriores, aplicando el método de
variacion sistemadtica (Bitterman, 1975), donde se
cambian distintos parametros de entrenamiento
-como la magnitud del refuerzo o el intervalo entre
ensayos- verificaron estos mismos resultados gene-
rales (Muzio et al., 1994). Ademds se observaron
otros fendmenos de aprendizaje, como el efecto de
contraste negativo (Papini et al, 1995) y el efecto
del sobreaprendizaje en la adquisiciéon (Muzio et
al., 2006). Globalmente, estos resultados sugieren
que la respuesta de recorrido del sapo esta basada,
al menos parcialmente, en los mismos factores que
subyacen a respuestas analogas en otras especies de
vertebrados (Macphail, 1982; Muzio et al., 2011).

El andlisis en sapos de los efectos de lesiones
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bilaterales del pallium medial sobre el aprendizaje
ha brindado informacion funcional particularmente
interesante en comparacion con los resultados ob-
tenidos en mamiferos (por ejemplo, ratas) donde
se estudiaron los efectos de la hipocampectomia en
situaciones andlogas (Jarrard et al., 1964; Jarrard e
Isaacson, 1965; Schmaltz e Isaacson, 1967; Wino-
cur y Mills, 1969; Feldon et al., 1985). La Figura 3
muestra una lesion bilateral promedio en el pallium
medial de Rhinella arenarum.

En la Figura 4 se pueden observar los resul-
tados obtenidos en nuestro laboratorio con sapos
lesionados en el pallium medial, asi como con sus
controles de operacion simulada (sham) e intactos,
entrenados en un corredor recto utilizando agua
como recompensa (Muzio et al., 1993). Se puede
notar que las lesiones del pallium medial en sapos no
produjeron efectos significativos detectables sobre
la adquisicion de la respuesta en un corredor recto,
pero aumentaron la resistencia a la extincion cuando
los animales fueron cambiados a una condicién de
ensayos no reforzados (extincion). Un hecho impor-
tante que vale para todos los estudios de lesiones del
pallium medial en sapos, es que la lesion no afectd
la tasa de captacion de agua durante la adquisicién
(datos no mostrados), por lo que los animales le-
sionados tuvieron el mismo nivel de reforzamiento
que los otros dos grupos. De esta forma, cualquier
efecto sobre el desempeno no puede ser asignado a
una captacion diferencial de agua.

Figura 3. Izquierda: Vista dorsal del cerebro del sapo Rhinella
arenarum mostrando el drea lesionada (region rayada). La flecha
senala la posicion de la seccion transversal mostrada en el sec-
tor derecho. Derecha: Corte transversal (x100) del telencéfalo
de Rhinella arenarum en el que se puede observar una lesion
bilateral promedio del pallium medial. Abreviaturas: BO, bulbo
olfatorio; BR, bulbo raquideo; C, cerebelo; D, diencéfalo; LO,
l6bulo 6ptico o tectum; T, telencéfalo; I1Iv/IVy, tercer/cuarto
ventriculo; V/VII-VIII/IX-X, pares de nervios craneanos.
Adaptado de Muzio et al. (1993).
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Figura 4. Tiempo medio de recorrido (en Log s) de tres grupos
de sapos durante la fase de adquisicion (sesiones 1 a 12) y de
extincion (sesiones 13 a 24), entrenados después de uno de los
siguientes tratamientos: PM (lesion bilateral del pallium medial),
OS (operacién simulada) o IN (animales intactos -sin opera-
cion-). Cada punto representa el desempefio de cada grupo en
una sesion diaria. Adaptado de Muzio et al. (1993).

Estos resultados concuerdan con la idea de que el
sistema hipocampal podria intervenir con el de-
sarrollo de la tolerancia a la ausencia de refuerzo
(Gray, 1987). Sin embargo, la evidencia disponible en
anfibios en general (Macphail, 1982; Suboski, 1992),
y en nuestra situacién de entrenamiento en sapos en
particular, sugiere que la extincién del desempeio
en un corredor recto puede involucrar simplemen-
te el debilitamiento de asociaciones desarrolladas
durante la adquisicion, con mediacion del sistema
hipocampal. Por lo tanto, el aumento de la resistencia
a la extincion en los animales lesionados (tanto en
anfibios como en mamiferos) podria entonces estar
reflejando una falla en la inhibicién de respuestas
previamente aprendidas (Jarrad e Isaacson, 1965;
Rawlins et al., 1980; Muzio et al., 1993).

En resumen, nuestros resultados con lesiones
del pallium medial muestran que las respuestas
dominantes no son afectadas durante la adquisi-
cion, pero que estas mismas respuestas son muy
resistentes a modificarse después de cambios en las
condiciones de reforzamiento. Ademas, sugieren
que el pallium medial de los anfibios y el hipocampo
de los mamiferos comparten ciertas propiedades
funcionales, tales como su papel en la inhibicion
de respuestas previamente aprendidas (Muzio et
al., 1993).

II. Aprendizaje espacial

Los animales emplean diferentes estrategias para
orientarse y desplazarse en el espacio, aprendiendo
(i) a acercarse o alejarse de una clave visual en par-
ticular (aprendizaje de guia: Morris, 1981; Clayton y



Krebs, 1995), (ii) a orientarse en base a un giro cen-
trado en su propio cuerpo en respuesta a una clave
(aprendizaje de giro: O "Keefe y Nadel, 1978; Daneri
et al., 2011), o (iii) aprendiendo la localizaciéon de
un lugar en el espacio mediante la codificacion si-
multanea de sus relaciones espaciales con multiples
claves ambientales (‘mapas cognitivos’: Tolman,
1948; O 'Keefe y Nadel, 1978). Numerosas eviden-
cias apoyan la participaciéon del hipocampo de los
mamiferos y las aves en el aprendizaje y la memoria
espacial (Bingman, 1990; Nadel, 1990, 1991). En
peces y reptiles, el sustrato neural implicado podria
corresponder a estructuras telencefalicas homologas
al hipocampo de los mamiferos (Lopez, 1999; Papini
etal., 1999). Asi, en mamiferos, aves, reptiles y peces,
las lesiones del hipocampo o estructuras funcio-
nalmente homologas producen deficiencias en la
resolucion de tareas espaciales basadas en el empleo
de multiples claves distribuidas en el entorno, pero
no en tareas que requieren estrategia de guia -uso
de claves visuales proximales- o de giro (Peterson,
1980; Bingman, 1990; Rodriguez et al., 1994; Lopez
et al., 2000).

El hecho de que los sistemas de memoria
espacial estén presentes en un rango tan amplio
de grupos zooldgicos sugiere que podrian haber
aparecido muy tempranamente en el curso de la
evolucion. En este contexto resulta llamativa la falta
de estudios realizados para investigar los sistemas de
aprendizaje y memoria espacial en anfibios, siendo
que este grupo tiene la ventaja de una organizacion
cerebral relativamente simple donde se esperan ha-
llar mecanismos elementales del aprendizaje espacial
sin una modulacién cortical.

A fin de empezar a reunir informacion en este
sentido, nuestro grupo de investigacion también ha
desarrollado una serie de trabajos en anfibios ana-
lizando las reglas generales del aprendizaje espacial
en anfibios (Daneri et al., 2011). Para estos estudios
se entrenaron sapos en un laberinto en cruz (plus
maze), el cual posee cuatro brazos. En cada ensayo
de entrenamiento fueron utilizados sélo tres de ellos,
uno como partida y dos como posibles metas (en
un arreglo espacial en T). Para el entrenamiento los
dos posibles puntos de partida fueron usados aza-
rosamente y cada brazo meta contenia un recipiente
(s6lo uno con acceso a agua). Cada sapo recibi6 30
sesiones de entrenamiento, una por dia (tres ensayos
por sesion).

En un estudio sobre los mecanismos que actian
sobre la respuesta de giro en anfibios, se desarroll6
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un experimento donde se entrenaron tres grupos de
sapos: Giro derecha, Giro izquierda y Control (los
grupos ‘izquierda’ y ‘derecha’ permitieron contraba-
lancear las tendencias naturales de los animales). Los
sapos recibieron 20 sesiones de adquisicion y luego
otras 10 sesiones de reversion. En esta segunda fase
el recipiente con agua fue ubicado en la direccion
opuesta desde el punto de partida. Los resultados
obtenidos (Fig. 5) muestran que estos animales son
capaces de desplazarse en el espacio utilizando es-
trategias de giro (repetir patrones motores exitosos
para acceder a una determinada meta en el espacio).
Ademas, esta respuesta es rapidamente invertida
(etapa de reversion), lo cual indica que los animales
han aprendido una regla que pueden aplicar a una
nueva condicién generando una tasa de aprendizaje
mas rapida.

En otro experimento se observo que la acti-
vidad del area homologa al hipocampo, el pallium
medial, es fundamental para este tipo de aprendizaje
(datos atin no publicados). En este caso, los animales
lesionados en el pallium medial fueron incapaces de
realizar una respuesta fija de giro para orientarse
en el espacio (Fig. 6). Este ultimo resultado revela
una diferencia fundamental con lo observado en
mamiferos, donde el aprendizaje espacial de giro es
independiente de la integridad hipocampal (Packard
y McGaugh, 1992, 1996; Kesner et al., 1993; McDo-
nald y White, 1993, 1994).

Por otra parte, en otros experimentos se ha
observado que los sapos son capaces de desplazarse
en el espacio utilizando estrategias de guia (usando
claves visuales intralaberinto cercanas al reforzador;
Daneri et al., 2011) y de orientarse utilizando mul-
tiples claves visuales distales -extralaberinto- (datos
aun no publicados), pero aiin se desconoce qué papel
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Figura 5. Porcentaje de respuestas correctas de tres grupos de
sapos (Giro Derecha, Giro Izquierda y Control) durante la fase
de adquisicion (sesiones 1 a 20) y de reversion (sesiones 21 a
30). Cada punto representa el desempenio de cada grupo en una
sesion diaria. Adaptado de Daneri et al. (2011).
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Figura 6. Porcentaje de respuestas correctas de tres grupos de
sapos durante la adquisicion de una repuesta de giro (sesiones
1 a 20): Lesion Pallium Medial (animales con lesiéon bilateral
del pallium medial), Control Intacto (animales sin intervencién
quirurgica) y Control Sham (animales con operacion simulada).
Cada punto representa el desempefio de cada grupo en una
sesion diaria. [Datos aun no publicados]

juega el pallium medial en este caso.

De esta forma, los resultados obtenidos hasta
el momento en aprendizaje espacial en anfibios con
lesiones del pallium medial sugieren que esta region
no tiene una equivalencia funcional plena con el
hipocampo de los mamiferos. Esto se debe a que
la lesion del pallium medial impide el aprendizaje
de una respuesta de giro (contrariamente a lo ob-
servado en mamiferos, donde la funcionalidad del
hipocampo es independiente del aprendizaje de este
tipo de respuesta).

III. Aprendizaje aversivo

La mayoria de los experimentos sobre aprendizaje
aversivo en vertebrados utilizan una descarga eléc-
trica como refuerzo (Brush, 1971). Aunque se han
descripto exhaustivamente las respuestas adquiridas
bajo estas condiciones en varias especies de mami-
feros (por ejemplo en ratas, Campbell y Masterton,
1969), las descargas eléctricas han sido relativamente
ineficaces para estudiar el aprendizaje en anfibios
anuros (para una revision, ver Macphail, 1982; Su-
boski, 1992; Muzio, 1999; Daneri et al., 2007). Esta
es la principal razén por la que se encuentra muy
poca informacion en el grupo de los anfibios sobre
aprendizaje aversivo.

Dado que el aprendizaje aversivo estd fuerte-
mente ligado a la supervivencia (Mackintosh, 1974;
Muzio, 1999; Muzio et al., 2011), es probable que esta
conducta presente mecanismos muy conservados
a lo largo de la evolucién. Por lo tanto, es esencial
entender cdmo estos mecanismos operan en grupos
filogenéticamente antiguos como los anfibios.
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Asi, se inicid en nuestro laboratorio el estudio en
anfibios del aprendizaje aversivo, tanto activo (donde
el animal debe realizar una respuesta para escapar o
evitar un estimulo aversivo) como pasivo (donde el
sujeto inhibe una repuesta que lo expone a ese esti-
mulo aversivo). Para desarrollar este procedimiento,
se utilizo la capacidad de los sapos para responder
a la salinidad de los fluidos externos, un sistema de
respuesta con un claro valor ecoldgico dentro de los
anfibios (Daneri et al., 2007). La salinidad del agua es
una fuente importante de estrés fisioldgico para los
anfibios debido al riesgo de deshidratacion. Sin em-
bargo, muchos anfibios, tanto anuros como urodelos,
son capaces de tolerar un medio moderadamente
salino (Balinsky, 2005). Por otra parte, algunas espe-
cies de anuros se han adaptado para reproducirse en
ambientes salobres, mostrando cierta variacion en la
tolerancia a la salinidad del agua (Gémez-Mestre y
Tejedo, 2003). En particular, el sapo Rhinella arena-
rum tiene sensibilidad para detectar la composicion
salina de los fluidos externos a través de su piel
ventral (parche pélvico), regién utilizada también
para la absorcion durante el proceso de rehidrata-
cion (Christensen, 1974; Schmajuk y Segura, 1982;
Reboreda et al., 1991). Especificamente, se observd
que los sapos desarrollaban una aversion proporcio-
nal a la osmolaridad de la solucién en la que eran
colocados (Reboreda y Segura, 1984). Como hemos
visto, la absorcién de agua ha demostrado ser un
reforzador eficaz en experimentos de aprendizaje
apetitivo (por ejemplo, la velocidad de adquisicion
y extincion de la respuesta en un corredor recto estd
directamente relacionada con la cantidad de agua
disponible en el compartimiento meta; Muzio et al.,
1992). Pero ademas, debido a esta sensibilidad de los
sapos para detectar la salinidad del medio externo,
las soluciones de sodio también pueden ser utilizadas
para generar diferentes efectos en el comportamiento
(Muzio et al., 2011). Dado que la concentracion de
cloruro de sodio (NaCl) en el medio interno del
sapo es de aproximadamente 115 mM (Reboreda
et al., 1991), se ha comprobado que soluciones de
NaCl entre 0-250 mM (hipotonicas a ligeramente
hipertonicas) estan asociadas a un aumento de peso a
través de la rehidratacion y a la emision de compor-
tamientos apetitivos, como aproximacién y contacto
con estas soluciones. Por el contrario, soluciones de
NaCl entre 350-1000 mM (altamente hipertdnicas)
conducen a la pérdida de peso y se correlacionan
con conductas aversivas, tales como respuestas de
escape. Entre estos dos extremos, una solucion de



300 mM de NaCl (moderadamente hipertdnica)
no produce aumento ni pérdida de peso, siendo asi
considerada una ‘solucién neutra’ para la variacion
de peso (Loza Coll, 1998; datos atin no publicados).
A partir del desarrollo de esta informacion general,
se llevaron adelante experimentos que han evaluado
la habilidad de los sapos para anticipar la aparicion
de estimulos aversivos.

En un estudio inicial (Daneri et al., 2007), se
analiz6 la conducta de escape y evitacién activa
usando un solucion salina neutra (300 mM) como
estimulo discriminativo anticipatorio, seguido de
una solucion salina altamente hiperténica (800 mM)
como estimulo aversivo. Para ello se utilizé una
caja de salto, que consiste de dos compartimientos:
(i) inseguro (donde los animales comenzaban los
ensayos de entrenamiento y podian ser expuestos a
la solucion salina aversiva), y (ii) seguro (donde los
animales podian escapar y/o evitar la estimulacion
aversiva). Se entrenaron tres grupos de sapos: Evi-
tacion (donde se apareaba el estimulo anticipatorio
al estimulo aversivo, i.e., se presentaban simultdnea-
mente), Control Estimulo anticipatorio solo (donde
se presentaba el estimulo anticipatorio aislado)
y Control No apareado (donde explicitamente el
estimulo anticipatorio y el aversivo se presentaban
separados temporalmente). Los sapos recibieron 15
sesiones de adquisicion y luego otras 6 sesiones de
extincion (Fig. 7). Los resultados muestran que los
sapos pudieron adquirir una respuesta de evitacion
activa para prevenir la exposicion a una solucion sa-
lina altamente hipertonica que causa deshidratacion.
En otro experimento, se estudid en anfibios la adqui-
sicién de un aprendizaje de evitacién pasiva (datos
aun no publicados), usando del mismo modo una
solucion salina hiperténica 800 mM como estimulo
aversivo. En este caso se utiliz6 también la misma
caja de salto, pero los sapos comenzaban los ensayos
en el compartimiento seguro. Si pasaban al otro
compartimiento, eran expuestos al estimulo aversivo
(inhibiéndose gradualmente la conducta de pasaje al
compartimiento inseguro). La Figura 8 muestra los
resultados obtenidos por dos grupos de sapos en-
trenados en estas condiciones: Evitacion (expuestos
al estimulo aversivo si pasaban al compartimiento
inseguro) y Control (si pasaban eran expuestos a
una solucién salina neutra 300 mM). En este caso,
el tiempo de pasaje desde el compartimiento seguro
al inseguro tuvo un incremento significativamente
mayor en el grupo Evitacién que en el grupo Con-
trol, evidenciandose asi un aprendizaje de evitacion
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Figura 7. Tiempo de respuesta (en s) de tres grupos de sapos
para moverse al compartimiento seguro de una caja de salto
durante la fase de adquisicion (sesiones 1 a 15) y de extincién
(sesiones 16 a 21) en un aprendizaje de repuesta de evitacion
activa: Evitacion (animales con estimulos anticipatorio y aver-
sivo apareados), EA-solo (animales con estimulo anticipatorio
solo) y ENAp (animales con ambos estimulos explicitamente no
apareados). El estimulo anticipatorio fue una solucién neutra
de NaCl 300 mM, mientras que el reforzador aversivo fue una
solucion de NaCl 800 mM. La exposicion del estimulo anti-
cipatorio fue de 120 segundos en todos los grupos. Los sapos
podian evitar (moviéndose al compartimiento seguro durante
los 150 s iniciales de la sesién, marcado con una linea punteada)
o escapar (moviéndose después, durante la presentacion de la
solucion aversiva altamente hipertonica). Cada punto representa
el desemperfio de cada grupo en una sesién diaria. Adaptado de
Daneri et al. (2007).
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Figura 8. Tiempo de respuesta (en s) de dos grupos de sapos
para moverse al compartimiento inseguro de una caja de salto
durante la fase de adquisicion (sesiones 1 a 10) y de extincién
(sesiones 11 a 20) en un aprendizaje de repuesta de evitacion
pasiva: Evitacion (animales que recibian como estimulo una
solucion aversiva de NaCl 800 mM) y Control (animales que
recibian como estimulo una solucion neutra de NaCl 300 mM).
La exposicion maxima a los estimulos fue de 120 segundos en
ambos grupos. Los sapos podian evitar los estimulos perma-
neciendo en el compartimiento seguro. Cada punto representa
el desempenio de cada grupo en una sesion diaria. [Datos atin
no publicados]

pasiva.

Finalmente, se han realizado en sapos algunos
estudios preliminares usando el procedimiento de
evitacion pasiva con el objeto de evaluar el efecto de
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lesiones del striatum (regién homoéloga ala amigdala
de los mamiferos), los que sugieren que dicha area
estaria relacionada con este fendmeno de aprendizaje
aversivo (datos aun no publicados). Estos resultados
proporcionan alguna informacién inicial acerca del
circuito neural involucrado en el aprendizaje de evi-
tacion pasiva, una situacion disenada después de un
amplio uso en el estudio del aprendizaje del miedo
en mamiferos (Daneri et al., 2007).

De esta forma, los resultados obtenidos en
sapos hasta el momento apoyan la idea que los
mecanismos que subyacen al aprendizaje aversivo
pueden haber evolucionado de grupos de vertebra-
dos filogenéticamente antiguos.

Discusiéon y Conclusiones

Aprendizaje asociativo en un corredor recto. Los
resultados obtenidos en los experimentos de apren-
dizaje en un corredor recto aportan datos origina-
les a la limitada informacién disponible sobre el
aprendizaje en anfibios en general, y en la presente
situacion de entrenamiento en sapos en particular.
Se ha observado una serie muy amplia de fenémenos
de aprendizaje, entre ellos: adquisicion bajo condi-
ciones de entrenamiento masivo y espaciado, extin-
cion, recuperacion espontanea, efecto subsiguiente
al refuerzo, efecto en la adquisicion de la magnitud
del reforzamiento y del reforzamiento parcial, ajustes
de la tasa de adquisicion en proporcion directa a los
cambios en la magnitud del reforzamiento y el efecto
del sobreaprendizaje en adquisiciéon (Muzio et al.,
1992, 1994, 2006, 2011; Papini et al., 1995). En cierto
sentido, la presencia de estos efectos valida la situa-
cion de entrenamiento, lo que sugiere que no se esta
ante un grupo peculiar de ajustes comportamentales
sino que representan un grupo de caracteristicas
comunes del aprendizaje en una amplia variedad de
vertebrados (Mackintosh, 1974).

Con respecto a los mecanismos cerebrales, la
lesion del pallium medial de los sapos (homodlogo
anfibio del hipocampo de los mamiferos) no pro-
dujo efectos detectables sobre la adquisicion de esta
respuesta en un corredor recto, pero aumentd la
resistencia a la extincién cuando los animales fueron
cambiados a una sucesion de ensayos no reforzados
en una fase de extincion (Muzio et al., 1993). Este
resultado es el mismo que fue observado en ratas
con lesion hipocampal entrenadas bajo condiciones
analogas que abarcan cambios en la magnitud del
refuerzo (Jarrard et al., 1964; Jarrard e Isaacson,
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1965; Winocur y Mills, 1969; Rawlins et al., 1980).
De esta forma, los presentes experimentos en sapos
con lesiones del pallium medial muestran que las
respuestas dominantes no son afectadas durante la
adquisicion, pero que estas mismas respuestas son
muy resistentes a modificarse después de cambios en
las condiciones de reforzamiento. El conjunto de re-
sultados obtenidos en animales lesionados sugieren
que el pallium medial de los anfibios y el hipocampo
de los mamiferos comparten ciertas propiedades
funcionales, tales como su papel en la inhibicion de
respuestas previamente aprendidas. Por otra parte,
tanto los datos recogidos en estudios con animales
intactos asi como con animales lesionados en el
pallium medial, sugieren que estos fenémenos de
aprendizaje y los mecanismos neurales implicados
habrian surgido muy tempranamente en el curso
de la evolucioén.
Aprendizaje espacial. Nuestros estudios sobre la
respuesta de giro mostraron que los sapos pue-
den utilizar una estrategia de giro centrado en su
propio cuerpo para orientarse en un laberinto en
cruz (Daneri et al., 2011). Este tipo de aprendizaje
normalmente deberia servir para que un individuo
aprenda las rutas dentro de su territorio. Por ejem-
plo, se sabe que otros vertebrados (como peces y
ratas), se mueven rapidamente a través de un terreno
complejo para buscar la proteccion de su territorio
cuando son amenazados por un predador (Ingle y
Sahagian, 1973). Estas habilidades también pueden
ser utiles para los anfibios a fin de llegar facilmente
a su refugio cuando existe riesgo de predacion, o
para localizar una fuente de agua cuando necesitan
rehidratarse. De hecho, hay otros estudios (Adler,
1980) que sugieren que los anfibios utilizan patrones
motores aprendidos para orientarse en el espacio (a
través de la memorizacion de los caminos exitosos
localizados previamente para alcanzar lugares meta).
Los resultados obtenidos en anfibios con lesio-
nes del pallium medial muestran que dicha lesion
imposibilita una orientacion espacial mediante el
aprendizaje de una respuesta de giro (datos ain no
publicados). En contraste, en mamiferos se observa
que lalesion del hipocampo no deteriora el aprendi-
zaje de respuestas de giro. Esto sugiere que el pallium
medial de los anfibios, si bien es una estructura ho-
mologa, tendria una equivalencia funcional parcial
con el hipocampo de los mamiferos.
Aprendizaje aversivo. Los resultados obtenidos
hasta el momento sugieren que los mecanismos
que subyacen al aprendizaje aversivo pueden haber



evolucionado en vertebrados filogenéticamente an-
tiguos. Por otra parte, también se ha verificado que
mientras los anfibios tienen dificultad de aprender
ante la administracion de descargas eléctricas (tipi-
camente usadas en el estudio del aprendizaje aversivo
en mamiferos), adquieren sin problemas un apren-
dizaje aversivo, tanto activo como pasivo, cuando se
usan soluciones salinas altamente hiperténicas que
generan deshidratacion (evitacion activa: Daneri et
al., 2007; evitacion pasiva: datos atin no publicados).
En particular, se obtuvo informacién acerca de la
habilidad de los sapos para detectar la concentra-
cidn de distintas soluciones salinas externas, siendo
capaces de usar una solucién neutra de NaCl como
senal anticipatoria de la presencia posterior de una
solucion altamente hiperténica de NaCl (aversiva).
La efectividad de estas soluciones salinas para in-
ducir un aprendizaje aversivo esta probablemente
relacionada con su mayor relevancia ecoldgica en
comparacion con la de otros reforzadores aversivos
comunmente utilizados en estudios anteriores. Asi,
estos estudios proporcionan claras demostraciones
de aprendizaje aversivo en sapos, una modalidad de
aprendizaje que tradicionalmente ha sido dificil de
demostrar en los anfibios (Macphail, 1982; Suboski,
1992; Muzio, 1999).

Aungque hasta el momento sélo existen resul-
tados preliminares, la informacion acerca de los
estudios sobre lesiones del striatum (homoélogo a
la amigdala de mamiferos) indica que esta region
podria estar implicada en el aprendizaje de evita-
cion pasiva (datos aun no publicados). Todavia son
necesarios mas estudios que aborden los aspectos
funcionales del striatum, tanto con procedimientos
de lesién como con otras técnicas, por ejemplo, neu-
roinmunohistoquimicas. De esta forma, se espera
que el estudio de las bases neurales del aprendizaje
aversivo en anfibios (tanto de evitacion activa como
pasiva) permita avanzar en el entendimiento de los
mecanismos basicos involucrados en el aprendizaje
aversivo de los vertebrados en general.
Observaciones finales. Dado que este grupo repre-
senta la transicion desde el agua a la tierra, la inves-
tigacion comparativa con anfibios puede proporcio-
nar indicios interesantes acerca de la importancia
evolutiva y adaptativa de todas estas estrategias de
aprendizaje en los vertebrados (Muzio, 1999). En este
aspecto, el estudio del cerebro y el comportamiento
de vertebrados no-mamiferos y, en particular, de
anfibios (como los primeros habitantes terrestres)
puede ayudar a entender la historia evolutiva del
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cerebro de los mamiferos.

Finalmente, el conjunto de datos funcionales
presentados aqui sugiere la presencia de dos siste-
mas de memoria diferentes en anfibios, basados en
regiones telencefalicas discretas: el pallium medial,
involucrado en el aprendizaje asociativo de relacio-
nes temporales o espaciales entre eventos; y el stria-
tum (incluyendo sus componentes amigdaloides),
involucrado en el aprendizaje aversivo. Ademas,
los efectos diferenciales generados por la lesion de
estas areas serian similares a los producidos por le-
siones del hipocampo y la amigdala en mamiferos.
Por otra parte, la gran similitud entre la funcién de
areas telencefalicas homologas sugiere que el cerebro
de los vertebrados contiene un patrén conservado
de organizacion basica comun. Llegamos asi a la
conclusion de que estos sistemas especializados de
memoria podrian haber aparecido tempranamente
durante la filogenia y haber sido conservados a través
de la evolucion de los vertebrados.
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