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ABSTRACT

In classical conditioning, an animal is exposed to a
neutral stimulus (conditioned stimulus) followed by
an appetitive or aversive stimulus (unconditioned
stimulus). With successive repetitions of this associa-
tion, the animal will respond to the neutral stimulus
as if it were the unconditioned stimulus. This phe-
nomenon has been widely explored in different zoo-
logical classes, covering animal species ranging from
mollusks to humans. In most cases, appetitive and
aversive unconditioned stimuli correspond to diffe-
rent sensory pathways. For example, the appetitive
stimulus typically used is food and the typical aversive
stimulus is electric shock. Thus one type of stimulus
will excite the receptors related to the sense of taste,
while the other type will do so mostly on the tactile
and nociceptive pathways. Studies on amphibians,
particularly the terrestrial toad, reproduce to a large
extent the findings in other animal species, but they
have characteristics that make them unique by having
electrolyte receptors in their skin that are involved in
the regulation of their body's hydrosaline balance. A
toad exposed to a slightly hypertonic saline solution
(concentration less than 250 mM NaCl) gains weight
and exhibits approximation behaviors. Whereas if it
takes contact with a highly hypertonic saline solution
(concentration higher than 400 mM NaCl), it loses
weight and exhibits escape behaviors. Thus, the same
stimulus (a saline solution of NaCl), can act as an ap-
petitive or aversive stimulus depending on its concen-
tration. This particularity has been called unidimen-
sionality of motivational stimuli. In the present work
we describe the procedures and review the results of
associative learning studies in toads, highlighting the
use of this experimental model for the study of the
possible neural mechanisms involved in the proces-
sing of appetitive and aversive environmental signals.

Keywords: Appetitive stimuli, aversive stimuli,
unidimensionality, amphibians, terrestrial toad Rbi-
nella arenarum.

RESUMEN

En el condicionamiento clésico, un animal es expues-
to a un estimulo neutro (estimulo condicionado) se-
guido de un estimulo apetitivo o aversivo (estimulo
incondicionado). Con sucesivas repeticiones de esta
asociacion, el animal responderd frente al estimulo
neutro como si se tratara del estimulo incondiciona-
do. Este fenémeno ha sido ampliamente explorado
en distintas clases zooldgicas; desde moluscos hasta
humanos. En la mayoria de los casos, los estimulos
incondicionados apetitivos y aversivos corresponden
a vias sensoriales diferentes: el estimulo apetitivo tipi-
camente utilizado es la comida y excitard mayormente
los receptores relacionados con el sentido del gusto; el
estimulo aversivo tipico es la descarga eléctrica exci-
tando las vias tdctiles y nociceptivas. Los estudios en
anfibios, en particular el sapo terrestre, reproducen en
buena medida los hallazgos en otras especies anima-
les, pero tienen caracteristicas que los hacen unicos al
poseer receptores a electrolitos en su piel que inter-
vienen en la regulacién del balance hidrosalino de su
cuerpo. Un sapo expuesto a una solucién salina leve-
mente hiperténica (concentracién menor a 250 mM
de NaCl), gana peso y exhibe conductas de aproxi-
macién, al contrario, si la solucién salina es altamente
hipertdnica (concentracién superior a 400 mM de
NaCl), pierde peso y exhibe conductas de escape.
De esta forma, un mismo estimulo (solucién salina
de NaCl), actia como estimulo apetitivo o aversivo
dependiendo de su concentracion. Esta particularidad
ha sido denominada unidimensionalidad de los esti-
mulos motivacionales. El presente trabajo describe los
procedimientos y revisa los resultados de estudios de
aprendizaje asociativo en sapos, resaltando el uso de
este modelo experimental para el estudio de los po-
sibles mecanismos neurales implicados en el procesa-
miento de sefiales ambientales apetitivas y aversivas.

Palabras clave: Estimulos apetitivos, estimulos aver-
sivos, unidimensionalidad, anfibios, sapo terrestre
Rhinella arenarum.
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Introduccion

El estudio del aprendizaje asociativo en psico-
logia comparada requiere encontrar los estimu-
los y las condiciones experimentales adecuadas
que permitan maximizar la expresién de los
fenémenos cognitivos de interés en la especie
bajo andlisis. Muchas veces, al trasladar los esti-
mulos que han dado buenos resultados en una
especie en forma directa a otra, no se logra el
efecto buscado, esto sucede porque las especies
difieren en sus capacidades sensoriales o en sus
sistemas motivacionales.

En el caso particular de los anfibios, la busque-
da de estimulos ecolégicamente relevantes para
la motivacién de la conducta, ha desembocado
en una preparacion uUnica caracterizada por la
unidimensionalidad de estimulos, usando solu-
ciones acuosas con distinto grado de salinidad
como reforzadores o supresores de conductas
(e.g., Daneri, Papini & Muzio, 2007; Muzio,
Pistone, Iurman, Rinaldi, Sirani & Papini,
2011). Esta caracteristica unidimensional de las
soluciones salinas ha permitido categorizarlas
bien sea como estimulos apetitivos o estimulos
aversivos. Asi, esta propiedad ha sido utilizada
en todos los estudios llevados adelante en nues-
tro laboratorio y serd descripta en detalle a lo
largo del presente trabajo.

Caracteristicas generales de los anfibios y su con-
texto filogenético: los anfibios habitan la tierra
desde hace unos 400 millones de afios cuando
aparecieron las primeras especies de vertebrados
terrestres, que al igual que los actuales anfibios
dependian del agua para su reproduccion. Los
anfibios de la actualidad conservan un cerebro
cuyo telencéfalo, al igual que el de sus antepa-
sados, se compone principalmente de estruc-
turas homologas a las subcorticales del sistema
limbico de mamiferos. Por esta razdn, el estudio
de las especies de anfibios vivientes es clave para
entender la evolucién del sistema nervioso y las

consecuencias que pudo tener sobre la cognicién
la colonizacién de la tierra por parte de los verte-
brados (Bingman & Muzio, 2017; Muzio, 2013;
Striedter, 2016).

La clase Amphibia estd compuesta por tres gru-
pos de anfibios actuales. Las salamandras y trito-
nes pertenecen al orden Urodela o Caudata, ya
que poseen cola. Los sapos y ranas pertenecen a
un orden muy variado denominado Anura (este
nombre refiere a la falta de cola; es importante
senalar al lector no especializado que la distin-
cién entre sapos y ranas no tiene implicancia ta-
xonémica). Finalmente, las cecilias pertenecen
al orden Gymnophiona o Apoda, ya que no po-
seen patas. Todos los grupos de anfibios compar-
ten ciertas caracteristicas comunes, pero la mis
destacada es la ausencia de escamas y una piel
altamente permeable que permite el intercambio
de gases y de fluidos con el medio que los ro-
dea (Duellman & Trueb, 1994; Pough, Janis &
Heiser, 1999). La piel de anfibios adultos cons-
ta de una epidermis y una dermis subyacente
con dos tipos de gléndulas: glindulas mucosas
(generalmente relacionadas con la respiracién
y el equilibrio hidrico) y gldndulas granulares
(también conocidas como serosas o veneno-
sas, relacionadas con mecanismos de defensa)
(Duellman & Trueb, 1994; Regueira, Dévila &
Hermida, 2016). En particular, la caracteristica
de los anfibios de poseer una piel con alta per-
meabilidad es especialmente relevante a la hora
de desarrollar disenos experimentales para el es-
tudio de su comportamiento y las bases neurales
asociadas (Puddington & Muzio, 2013).

Los anfibios en la Psicologia Comparada: a pesar
de la importancia de los anfibios para el drea
de la psicologfa comparada, el comportamiento
en relacién con la actividad del sistema nervio-
so ha sido escasamente estudiado en este gru-
po. La mayoria de los estudios de este campo
fueron realizados en anuros (sapos) en trabajos
desarrollados en nuestro laboratorio (para una



revisién ver Muzio, 1999, 2013; Muzio, Daneri
& Sotelo, 2017).

En términos generales, el uso de este modelo ani-
mal para investigar distintos aspectos de la evo-
lucién del comportamiento y sus bases neurales
tiene la ventaja adicional de poder examinar cud-
les son los circuitos neurales bésicos que subya-
cen a una conducta determinada, debido que su
cerebro no posee neocorteza (Muzio, 2013).

En particular, en este trabajo se describird el
modelo experimental del sapo terrestre Rhinella
arenarum en el estudio del aprendizaje asociati-
vo en anfibios, tanto en procedimientos apeti-
tivos como aversivos, y sus bases neurales. Para
ello se detallardn las diferentes situaciones y pro-
cedimientos empleados hasta el momento para
el estudio de distintas habilidades cognitivas
en esta especie (Puddington & Muzio, 2013;
Puddington, Daneri, Papini & Muzio, 2016;
Puddington, Papini & Muzio, 2018a, 2018b).

Seleccidén de estimulos
adecuados para el desarrollo
de un modelo experimental
de estudio del aprendizaje
asociativo en anfibios

Haciendo una adecuada seleccién de estimulos
y utilizando el modelo experimental del sapo te-
rrestre Rbinella arenarum, hemos desarrollado
una serie experimental de estudio de diferentes
habilidades cognitivas en anfibios, incluyendo:
(i) condiciones apetitivas, como el aprendiza-
je espacial en distintas arenas experimentales
(para una revisién, ver Muzio, Daneri & Sotelo,
2017, en prensa) y el aprendizaje en una situa-
cién de corredor recto (e.g., Muzio, Ruetti &
Papini 2006; Muzio, Segura & Papini, 1992;
Puddington, Papini & Muzio, 2013, 2018a); y
(ii) condiciones aversivas, como el aprendizaje
de escape y evitacién activa (Daneri, Papini &

Muzio, 2007) y la evitacién pasiva (Puddington,
Daneri, Papini & Muzio, 2016).

Motivacion aplicada a la implementacion de los
procedimientos de entrenamiento: en mamiferos,
para lograr que el animal adquiera una respues-
ta consistente, se suele implementar previo al
entrenamiento un protocolo de privacidn al ali-
mento o liquido, que motiva al sujeto a bus-
car ese incentivo durante la adquisicién de la
respuesta (Mackintosh, 1974). Como veremos
mis adelante, en los mamiferos generalmente se
practica un ayuno de alimento que precede a
los ensayos de entrenamiento, estos protocolos
habitualmente se efecttian hasta que el animal
alcanza el 80-85% del peso que tenia con li-
bre disponibilidad de comida (alimento ad libi-
tum), proceso que se desarrolla en un periodo
aproximado de una semana.

Dado que los anfibios son animales heteroter-
mos, sus requerimientos metabdlicos son mu-
cho menores que en los mamiferos. Por esta
razén, pueden permanecer sin alimentarse por
largos periodos de tiempo y con una relativa
poca variacién de su peso corporal (Duellman
& Trueb, 1994). Esto impide tener un control
riguroso de las condiciones de motivacién por
alimento en estos animales (imposibilitando
también tener certeza acerca de las variaciones
del estado nutricional en que se encuentran los
sujetos experimentales).

Los anfibios son en cambio extremadamen-
te sensibles a la falta de agua. La piel de los
anfibios es altamente permeable (mucho mis
que la de los mamiferos), aunque han desarro-
llado diferentes adaptaciones en relacién con
la economia hidrosalina, como la presencia
de glindulas mucosas y una alta vasculariza-
cién a fin de evitar la deshidratacién y maxi-
mizar la absorcién de agua (Christensen, 1974;
Duellman & Trueb, 1994; Lascano, Segura &
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Ferrari, 1971; Llinds & Precht, 1976; Whitear,
1977). Los anfibios no ingieren agua por la
boca (Bentley, 1966), su principal via de ganan-
cia es a través de la piel, fundamentalmente en
la regién ventral posterior denominada parche
pélvico (Christensen, 1974; Reboreda, Muzio,
Vifas & Segura, 1991; Ruibal, 1962). Sin em-
bargo, la piel funciona al mismo tiempo como
la via principal por la que los anfibios pierden
agua (Shoemaker & Nagy, 1977), con la consi-
guiente caida de peso corporal por evaporacién
y el aumento del riesgo de supervivencia para
estos animales (Duellman & Trueb, 1994). Asi,
al colocar a un sujeto en una jaula sin acceso a
agua, se deshidrata rdpidamente con el contacto
de su piel con el aire, lo que se traduce en una
pérdida de peso (e.g., Muzio, Segura & Papini,
1992). Debido a estas razones, el uso del agua
como estimulo apetitivo (en lugar de alimento
s6lido) en animales parcialmente deshidrata-
dos, ha permitido avanzar enormemente en el
estudio del aprendizaje en anfibios, brinddndo-
le al investigador cientifico un mayor control
de las condiciones motivacionales de los sujetos
experimentales (Muzio, 1999; 2013).

En resumen, mientras los anfibios pueden to-
lerar restricciones en la ingesta de comida (en
tanto tengan reservas energéticas corporales),
dependen diariamente del acceso al agua para
lograr un balance fisiolégicohidrosalino (Muzio
1999, 2013). Por lo tanto, esta serie de caracte-
risticas adaptativas que presentan los anfibios a
nivel fisiolégico hacen del agua un factor limi-
tante mayor que la comida.

Estimulos apetitivos: el estimulo apetitivo por ex-
celencia en mamiferos es la comida. El potente
efecto de este estimulo sobre el aprendizaje se ve
reflejado en el condicionamiento clésico, en el
que un animal es expuesto a un estimulo neu-
tro (EC - estimulo condicionado) seguido de
un estimulo apetitivo o aversivo (EI - estimulo
incondicionado). Con sucesivas repeticiones de

esta asociacién, el animal responderd frente al
estimulo neutro como si se tratara del estimulo
incondicionado. El ejemplo tradicional de la psi-
cologia experimental es el experimento de con-
dicionamiento cldsico en perros realizado por
Pavlov (1927): sometia a los animales a sucesivos
apareamientos de una luz o un tono con comida,
obteniendo como resultado después de sucesivas
repeticiones la salivacién de los sujetos s6lo con la
presentacién de la luz o el tono. Con el objeto de
analizar qué regiones cerebrales estaban compro-
metidas en este tipo de aprendizaje, en un estu-
dio mds reciente en ratas, Cole, Stone y Petrovich
(2017) analizaron el efecto de lesiones en el stria-
tum dorsomedial sobre el condicionamiento cl4-
sico apetitivo, para ello utilizaron como estimu-
lo apetitivo la presentacién de comida junto con
claves sensoriales. Los resultados mostraron que
las lesiones del striatum dorsomedial retardaron
el aprendizaje clave-comida, sugiriendo que esta
drea cerebral estd involucrada cuando se forman
las asociaciones iniciales. Algo parecido ocurre
con el condicionamiento operante, donde tam-
bién el striatum dorsomedial ha sido implicado
en la adquisicién del aprendizaje instrumental
(Corbit & Janak, 2010).

Como se menciond anteriormente, en contraste
con lo que sucede en mamiferos, en los anfibios
es el agua -no la comida- el estimulo apetitivo
que ha dado los mejores resultados en el estudio
del aprendizaje asociativo. Existen, sin embargo,
algunos ejemplos con el uso de alimento sélido
como recompensa. Este es el caso de los estudios
realizados en larvas de anfibios urodelos, como
las salamandras (Ambystoma paroticum), en el
que se utilizaron gusanos para entrenarlas a su-
bir a la superficie de un tanque ante la adminis-
tracién de un estimulo sefial (Moore & Welch,
1940). En otra especie de urodelo, como el tri-
ton (Triturus cristatus), también se utilizaron gu-
sanos para entrenar larvas y adultos a discriminar
entre dos estimulos que tenian distinta forma
(Hershkowitz & Samuel, 1973). En este caso,



aunque demostraron que las larvas aprendian y
que dicha discriminacién era retenida después
de la metamorfosis, los adultos sin experiencia
previa no aprendian esa discriminacién.

La utilizacién efectiva del agua como estimulo
apetitivo en anfibios fue sistemdticamente desa-
rrollada en procedimientos de condicionamien-
to operante en nuestro laboratorio. Uno de los
primeros estudios realizados incluyé el andlisis

Figura 1. Vista del corredor recto

del aprendizaje en una situacién de corredor
recto, usando sapos de la especie Rhinella are-
narum parcialmente deshidratados y agua como
recompensa (Muzio, Segura & Papini, 1992).
En dicho estudio, los sujetos mostraron distin-
tas habilidades relacionadas con el aprendizaje
asociativo, tales como la adquisicién, la extin-
cidn, la recuperacidn instantdnea de la respuesta
de recorrido y el efecto subsiguiente al reforza-
dor (ver Figuras 1y 2).
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Nota: Izq: Vista del corredor recto (mostrando el espejo de observacion utilizado en el entrenamiento). Der: Tiempo de recorrido (Log s) de los sapos
durante la adquisicion (sesiones 1 a 10) y la extincién (sesiones 11 a 15). Cada punto representa la media del grupo en una sesion diaria de ocho

ensayos cada una (circulos) o sélo en el primer ensayo (tridngulos).
Fuente: Adaptado de Muzio, Segura & Papini, 1992

Figura 2. Tiempo de recorrido de los sapos

22

Log tiempo medio de recorrido

Ensayos

Nota: Tiempo de recorrido (Log s) de los sapos ensayo por ensayo
durante las cinco sesiones de extincién.
Fuente: Adaptado de Muzio, Segura & Papini, 1992

En cuanto a las bases neurales asociadas, se es-
tudi6 la participacién del pallium medial de
los anfibios, que es considerado homdlogo al
hipocampo de los mamiferos (Muzio, 2013;
Northcutt & Ronan, 1992). Especificamente, el
efecto de la lesion del pallium medial sobre la
adquisicién de la respuesta en la situacién del co-
rredor recto (Muzio, Segura & Papini, 1993). En
este caso, la lesién del pallium medial no produjo
efectos sobre la adquisicién de la respuesta, pero
s{ aumenté la resistencia a la extincién cuando
los animales fueron cambiados a una serie conti-
nua de ensayos no reforzados (Figura 3).
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Figura 3. Tiempo de recorrido de los tres
grupos de sapos entrenados

Log tiempo medio de recorrido

Ensayos

Nota: Tiempo de recorrido (Log s) de los tres grupos de
sapos entrenados durante la adquisicion (sesiones 1a12)y
la extincion (sesiones 13 a 24), luego de uno de los siguientes
tratamientos: PM (lesion bilateral del pallium medial), OS
(operacién simulada) o IN (animales intactos). Cada punto
representa el desempefio del grupo en una sesion diaria.
Fuente: Adaptado de Muzio, Segura & Papini, 1993

De esta forma, nuestros experimentos con lesio-
nes del pallium medial en anfibios muestran que
las respuestas dominantes no son afectadas du-
rantela adquisicic')n, pero que son muy resistentes
a modificarse ain después de cambios abruptos
en las condiciones de reforzamiento. Estos resul-
tados son los mismos que se han obtenido en ratas
hipocampectomizadas entrenadas bajo condicio-
nes andlogas (Jarrard & Isaacson, 1965; Jarrard,
Isaacson & Wickelgren, 1964; Rawlins, Feldon
& Gray, 1980; Winocur & Mills, 1969), lo cual
sugiere que el pallium medial de los anfibios y el
hipocampo de los mamiferos comparten ciertas
propiedades funcionales, como su papel en la in-
hibicién de respuestas previamente aprendidas.

En cuanto a las caracteristicas del procedimien-
to experimental empleado, este conjunto de
estudios pioneros demostraron la efectividad
del agua como recompensa en el entrenamien-
to de anfibios en general (en nuestro caso, el
sapo terrestre Rhinella arenarum), permitiendo
analizar por primera vez una amplia variedad de
fenémenos de aprendizaje en este grupo y sus
bases neurales (Muzio, 1999).

Otro aspecto interesante derivado del uso del agua
como estimulo apetitivo en anfibios, surge de ana-
lizar el balance entre la magnitud de la recompen-
say el tiempo de reforzamiento. En un trabajo
reciente, Puddington, Papini y Muzio (2018a)
realizaron un experimento para discriminar los
factores que afectaban la extincién de una con-
ducta aprendida en sapos, utilizando un disefo
factorial en aras de evaluar por separado el efecto
de la magnitud de recompensa total en la adqui-
sicién y la duracién de los ensayos de extincién.
En un primer experimento, se vari6 la magnitud
de recompensa (900, 300 o 100 segundos de ac-
ceso a agua por sesién) y la cantidad de entrena-
miento de adquisicién (5 o 15 sesiones). En cada
grupo de animales, la duracién de las sesiones de
extincion fue la misma que durante las sesiones
de adquisicién. Los resultados obtenidos (Figura
4) muestran que con la cantidad total de acceso
al agua equiparada en la adquisicién, la extincién
fue mds rdpida en animales que habian recibido
recompensas mds grandes (latencias mayores en
el grupo 900/5 que en el grupo 300/15); pero
con la cantidad total de entrenamiento igualada,
la extincién fue més rdpida en los animales que
recibieron recompensas mds pequenas (latencias
mayores en el grupo 100/15 que en el 300/15).

Figura 4. Tiempo de recorrido de cuatro grupos de
sapos entrenados con variaciones de tiempo
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Log tiempo medio de recorrido

Nota: Tiempo de recorrido (Log s) de cuatro grupos de sapos
entrenados con variacion del tiempo total de acceso a agua (100, 300
0900 segundos) y de la cantidad de sesiones de adquisicién (50 15
sesiones). La linea punteada separa la adquisicion (sesiones 1 a 15) de
la extincién (sesiones 16 a 20). Cada punto representa el desempefio del
grupo en una sesion diaria.

Fuente: Adaptado de Puddington, Papini & Muzio, 2018a.



En otras palabras, teniendo igualada en la adquisi-
cién la cantidad total de acceso al agua entre gru-
pos, con recompensas menores por sesién, pero
distribuidas a lo largo de un mayor niimero de
sesiones, se obtiene una menor extincién con res-
pecto a grandes recompensas por sesién, pero dis-
tribuidas a lo largo de un menor nimero de sesio-
nes (en nuestro ejemplo, Grupo 300/15 vs. Grupo
900/5). En un segundo experimento, Puddington,
Papini & Muzio (2018a) variaron la magnitud de
la recompensa (1200 o 120 segundos de acceso a
agua por sesién) mientras se mantenfan constan-
tes el nimero de sesiones de adquisicién (5 sesio-
nes) y laduracién de las sesiones de extincién (300
segundos); en este caso, los resultados (Figura 5)
muestran que el desempefio de extincién fue me-
nor con una magnitud de recompensa pequefia
que con una recompensa grande (latencias mds
largas en 120/300 que en 1200/300).

Figura 5. Relacion entre la magnitud de la recompensay la
duracion de los ensayos de extincién en tiempos de recorrido
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Nota: tiempo de recorrido (Log s) de cuatro grupos de sapos
entrenados con el objetivo de analizar la relacion entre la magnitud de
la recompensa y la duracién de los ensayos de extincién. Dos grupos
fueron emparejados en términos de la magnitud de recompensa

(ya sea 1200 0 120 segundos de acceso a agua por sesion) y luego
expuestos a sesiones de extincion de diferente duracién (1200,

300 0 120 segundos). Todos los animales recibieron 5 sesiones de
adquisicion y 4 sesiones de extincion. Aunque los cuatro grupos se
entrenaron al mismo tiempo, los resultados se grafican por pares para
facilitar las comparaciones. La linea punteada separa la adquisicion
(sesiones 1 a 5) de la extincion (sesiones 6 a 9). Cada punto
representa el desempefio del grupo en una sesion diaria (media + ES).
Fuente: Adaptado de Puddington, Papini & Muzio, 2018a

Estos resultados también sugieren que, al me-
nos en anfibios, la extincién instrumental de-
pende de la cantidad de tiempo que los ani-
males estin expuestos al contexto durante las
sesiones de extinciéon. Hasta donde sabemos,
el papel de la duracién de las sesiones de ex-
tincién adtn no se ha estudiado en mamiferos
en un disefio similar. En una reciente revision
Reichelt y Lee (2013) indican que no hay estu-
dios que manipulen la exposicién a las senales
de no refuerzo en el aprendizaje instrumental
apetitivo, por lo tanto, esta es un drea que nece-
sitan mds estudios de comportamiento. En psi-
cologia comparada, una comprensién evolutiva
completa de las diferencias comportamentales
observadas a través de los vertebrados en los
efectos de los programas de recompensa sobre
la extincién instrumental requiere de un anali-
sis sistemdtico de los determinantes de la extin-
cién en especies de distintas clases zooldgicas
(especialmente en no mamiferos). Por lo tanto,
la evidencia acumulada en las tltimas décadas
en nuestro laboratorio sobre los procesos de ex-
tincidn en este anfibio contribuye a una base de
conocimiento comparativo del aprendizaje y la
cognicién en los vertebrados.

Globalmente, en términos apetitivos, nuestros
resultados destacan la importancia de la mani-
pulacién de las condiciones de ingesta de agua
como factor de control de la adquisicién de la
respuesta, asi como del tiempo de exposicién al
no refuerzo para la tasa de extinci6n.

Estimulos aversivos: 1la mayoria de los experi-
mentos sobre condicionamiento aversivo en
vertebrados han usado el dolor periférico in-
ducido por descargas eléctricas como estimulo
aversivo (Brush, 1971). La descarga eléctrica
tiene la enorme ventaja de permitir controlar
con mucha precisién el momento, la duracién
y la intensidad del estimulo.
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Por eso ha sido tradicionalmente el estimu-
lo aversivo de primera eleccion en estudios de
condicionamiento aversivo en las mds variadas

especies (Mackintosh, 1974).

Aunque en mamiferos se observa una relacién
directa entre pardmetros de descargas eléctricas
y respuestas adquiridas (e.g., en ratas, Campbell
& Masterton, 1969), las descargas eléctricas
han demostrado ser relativamente ineficaces
para estudiar el aprendizaje en anfibios, dan-
do resultados inciertos o inconsistentes (ver
Macphail, 1982; Muzio, 1999; Suboski, 1992).
Esto se debe -presumiblemente- a las caracte-
risticas de la piel de los anfibios, que mantiene
varias capas de células muertas con alta mucosi-
dad reteniendo humedad, lo cual amortiguaria
la percepcién sensorial de las descargas eléctri-
cas (ver Puddington & Muzio, 2013).

En nuestro laboratorio hemos desarrollado un
modelo experimental de estudio del aprendizaje
aversivo en anfibios utilizando soluciones sali-
nas de alta concentracién como alternativa a las
descargas eléctricas (Daneri, Papini & Muzio,
2007; Loza, 1998). Este modelo explota la sen-
sibilidad del sapo terrestre (Rhinella arenarum)
para detectar la composicién de los fluidos a tra-
vés de su piel ventral, que como vimos también
es utilizada para la absorcién durante el proceso
de rehidratacién (Christensen, 1974; Reboreda,
Muzio, Vinas & Segura, 1991; Schmajuk &
Segura, 1982). La concentracién de cloruro de
sodio (NaCl) en el medio interno de los sapos es
aproximadamente de 115 mM (Reboreda et al.,
1991). En la préctica, la exposicién de animales
al contacto de soluciones de NaCl que varian en-
tre 0-250 mM (soluciones hipoténicas a ligera-
mente hiperténicas) lleva a un aumento de peso
a través de la rehidratacién y la emisién de com-
portamientos apetitivos: acercamiento a estas
soluciones. En contraste, las soluciones de NaCl
que varfan entre 350-1000 mM (soluciones

altamente hiperténicas) conducen a una pérdi-
da de peso y la ejecucién de comportamientos
aversivos: respuestas de escape. Entre estos dos
extremos, una solucién de 300 mM de NaCl (so-
lucién moderadamente hiperténica) no produce
ganancia ni pérdida de peso, ni tampoco genera
una conducta neta de acercamiento o escape. Por
lo tanto, se la considera una “solucién neutral”
para la variacién de peso (Loza, 1998).De esta
forma, se ha caracterizado un nuevo modelo de
estimulo: soluciones salinas de NaCl, que pue-
den funcionar como reforzadores o supresores
de conductas en distintos procedimientos de
aprendizaje en anfibios. Las propiedades de es-
tas soluciones salinas brindan la enorme ventaja
devariar entre apetitivas o aversivas modificando
s6lo la concentracién de las mismas. En forma
unidimensional la concentracién de estas solu-
ciones pueden definir un conjunto de estimulos
altamente apetitivos (soluciones 0-250 mM de
NaCl) pasando a otro grupo de estimulos alta-
mente aversivos (soluciones 350-1000 mM de
NaCl). Asi, un simple continuo de salinidad
puede producir reforzadores apetitivos (por de-
bajo de 250 mM), neutro (300 mM) o aversivos
(por encima de 350 mM). Utilizando las propie-
dades de estas soluciones salinas de alta concen-
tracién, hemos desarrollado en sapos dos prepa-
raciones de condicionamiento aversivo, tanto
activo como pasivo.

En un primer estudio, Daneri, Papini & Muzio
(2007) caracterizaron una respuesta de escape y
evitacion activa. Para ello se exploté la capaci-
dad de los sapos para detectar la concentracion
de varias soluciones salinas, utilizando una solu-
cién neutra (300 mM de NaCl) como sefal an-
ticipatoria de una solucién aversiva (800 mM de
NaCl, altamente hiperténica). En primer lugar,
utilizando esta capacidad se desarrollé un proce-
dimiento en una situacién inescapable donde se
observé un condicionamiento aversivo del ritmo
cardiaco (Figura 6).



Figura 6. Aceleracion de la tasa cardiaca
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Nota: respuesta cardiaca promedio (latidos por minuto) de

sapos durante el primer y Gltimo ensayo (ensayos 1y 4) de un
condicionamiento aversivo en una situacion inescapable. Los dos
primeros minutos del ensayo permitian que los animales alcancen el
nivel de la tasa cardiaca basal antes de la exposicion a las soluciones
estimulo. Habit: habituacion; EC: estimulo condicionado (solucién
neutra 300 mM de NaCl); El: estimulo incondicionado (solucion aversiva
800 mM de NaCl); ENA: Grupo Explicitamente No Apareado; Lavado:
drenaje de la solucién salina y su reemplazo con agua deionizada;
Flechas: periodo de 30 segundos durante los cuales la solucién salina
era descargada del dispositivo experimental; El asterisco indica la
interpolacion de 180 segundos entre EC y El para el Grupo ENA.
Fuente: Adaptado de Daneri, Papini & Muzio, 2007

Ademds, empleando estas dos soluciones salinas
en una caja de salto de una via (one-way shuttle
box), también fue posible observar un aprendi-
zaje de evitacion activa (Figura 7).

Figura 7. Latencia de respuesta
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Nota: Latencia de respuesta (media + ES) durante adquisicion (ensayos
1a15) y extincion (ensayos 16 a 21) para moverse al compartimento
seguro de una caja de salto en tres grupos de sapos: Evitacion (estimulo
de advertencia y reforzador apareados), Solo SA (sefial de advertencia
solamente) y ENA (explicitamente no apareado). La sefial de advertencia
era una solucién neutra 300 mM de NaCl, mientras que el reforzador
era una solucién aversiva 800 mM de NaCl. Los sapos podian evitar
(moviéndose al compartimento seguro durante los primeros 150
segundos del ensayo, marcados con una linea punteada horizontal)

o0 escapar (moviéndose después de la presentacion de la solucion
altamente hipertdnica).

Fuente: Adaptado de Daneri, Papini & Muzio, 2007

Los resultados obtenidos en estos dos experi-
mentos indican que el condicionamiento car-
diaco y el aprendizaje de evitacién constitu-
yen elementos de un sistema adaptativo para
enfrentar situaciones aversivas que implican la

pérdida del balance hidrico corporal.

Posteriormente, Puddington, Daneri, Papini
y Muzio (2016), empleando las propiedades
de estas mismas soluciones salinas en anfibios,
extendieron el protocolo de entrenamiento
anterior a una situacién de evitacién pasiva,
procedimiento que requiere que los animales
aprendan a suprimir una respuesta dominante
después de aparearla con un estimulo aversivo.
En este caso, se utilizé una caja de salto con dos
compartimientos (Figura 8A): uno de partida
(iluminado, seco y mds pequefio) y otro que
contenia la solucién salina correspondiente (os-
curo). En cada ensayo, los sapos eran colocados
en el compartimiento iluminado y se contabi-
lizaba el tiempo que los animales tardaban en
cruzar al compartimiento oscuro.
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Figura 8. Diagrama lateral de la caja de salto
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Nota: A. Izq: Diagrama lateral de la caja de salto utilizada para entrenar a los sapos en la situacién de evitacion pasiva. La caja posee dos
compartimientos: uno iluminado, seco y més pequefio (desde donde los animales inician cada ensayo) y otro oscuro que contiene la solucién salina
correspondiente (800 mM o 300 mM de NaCl). Der: Vista superior de la caja de salto desde el compartimiento oscuro. B. Latencia de respuesta
(media + ES) durante los 10 ensayos de adquisicién para moverse al compartimiento oscuro de la caja de salto (contenia distintas soluciones salinas)
en los dos grupos de sapos entrenados: 800 (experimental, expuesto a una solucién aversiva 800 mM de NaCl) y 300 (control, expuesto a una

solucién neutra 300 mM de NaCl).

Fuente: Adaptado de Puddingotn, Daneri, Papini & Muzio, 2016

En esta situacién se entrenaron dos grupos de
sapos (experimental y control) que aprendie-
ron a moverse del compartimento iluminado
al compartimento oscuro. Una vez que los ani-
males respondian, los que pertenecian al grupo
experimental eran expuestos a una solucién de
NaCl altamente hiperténica de 800 mM (lo cual
lleva a una pérdida de peso). En cambio, los ani-
males del grupo control recibieron exposicién a
una solucién de NaCl levemente hiperténica de
300 mM (que no genera ganancia ni pérdida de
peso). Después de 10 ensayos de adquisicidn, los
animales en el grupo experimental mostraron
una latencia significativamente mayor para in-
gresar al compartimento oscuro respecto de los
animales del grupo control (Figura 8B). De esta
forma, los animales experimentales mostraron
una adquisicién gradual de la respuesta de evita-
cién pasiva, mientras que los animales del grupo
control mantenian su latencia de respuesta esta-
ble a lo largo de los ensayos.

Finalmente, en este mismo trabajo (Puddington
et al., 2016) también se exploraron las bases
neurales del aprendizaje de evitacién pasiva a
través del registro indirecto de la actividad ce-
lular en varias regiones del cerebro. Una vez
finalizado el dltimo ensayo, los animales fueron
sacrificados para evaluar la activacién neuronal
en cinco regiones cerebrales usando la técnica
de tincién de AgNOR para nucléolos, un indi-
ce de actividad cerebral (Puddington & Muzio,
2016). Esta técnica es un método indirecto de
medicién del nivel de actividad neural que tenia
en el periodo previo un drea cerebral particu-
lar. Su procedimiento requiere que los anima-
les sean sacrificados inmediatamente al final del
tltimo ensayo de entrenamiento (en este caso,
después del ensayo 10) a fin de preparar sus
cerebros para la tincién. La Figura 9 muestra
un corte coronal a nivel medio del cerebro de
un sapo indicando las regiones donde se reali-
z6 la medicién y varios ejemplos de tincién de
AgNOR en distintas neuronas.



Figura 9. Diagrama y vista de la seccion
coronal teiiida con AgNOR

Nota: A. Diagrama (izquierda) y vista de la seccion coronal tefiida
con AgNOR (x40, derecha) a nivel medio del eje antero-posterior

del telencéfalo en el sapo Rhinella arenarum que muestra las cinco
regiones donde se realizd el registro de la actividad neural (Am:
amigdala; PI: pallium lateral; Pm: pallium medial; Sep: septum; Str:
striatum). B. Ejemplos de tincion de AgNOR en neuronas del striatum
y la amigdala (x1000). C. Aumento de la imagen del striatum que
muestra un nicleo (flecha negra) y un nucléolo (flecha blanca).
Fuente: Adaptado de Puddingotn,

Daneri, Papini & Muzio, 2016.

Figura 10. Niveles de activacion de las cinco
regiones del cerebro estudiadas
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Nota: Porcentaje del tamafio relativo de los AgNOR (érea nucléolo/drea
del nticleo; media + ES) medido en las cinco regiones telencefélicas de
los dos grupos de sapos entrenados (800: experimental; 300: control).
Los asteriscos indican el nivel de significacion (*: p <0.05; **: p <0.01).
Fuente: Adaptado de Puddingotn,

Daneri, Papini & Muzio, 2016

Los resultados obtenidos mostraron sélo una
activacion significativamente mayor de la amig-
dala y el striatum en los animales experimenta-
les en relacién con los controles (estas regiones
son homélogas al sistema amigdalino-estriatal

de los mamiferos). Las diferencias entre grupos
en las demds regiones analizadas (el pallium la-
teral, el pallium medial y el septum) no alcanza-
ron niveles significativos. Haciendo un analisis
comparativo, la amigdala ha sido identificada
durante mucho tiempo como una de las prin-
cipales estructuras implicadas en el aprendizaje
aversivo en mamiferos (Duvarci & Pare, 2014;
Phelps & LeDoux, 2005), incluida la evitacién
pasiva (Huang, Shyu, Hsiao, Chen & He, 2013;
Jellestad & Bakke, 1984). En peces, las regio-
nes homoélogas a la amigdala también han sido
implicadas en el aprendizaje de evitacion acti-
va (Portavella, Salas, Vargas & Papini, 2003;
Portavella, Torres, Salas & Papini, 2004), un
hallazgo que sugiere una fuerte conservacién
evolutiva de la funcién cerebral en el aprendizaje
aversivo a través de los vertebrados. En anfibios,
aunque existian varios estudios morfoldgicos y
neuroinmunohistoquimicos que indican que
la parte ventral del pallium lateral del telencé-
falo es homoéloga al complejo amigdalino de
los mamiferos (Laberge, Miihlenbrock-Lenter,
Grunwald & Roth, 2006; Moreno & Gonzilez,
2006, 2007; Miihlenbrock- Lenter, Endepols,
Roth & Walkowiak, 2005), no existian has-
ta el trabajo de Puddington, Daneri, Papini &
Muzio (2016) estudios de comportamiento que
analizaran las funciones de estas regiones (Hall,
Ballagh & Kelley, 2013; Hoffman & Lico, 1972;
Laberge, Feldhoff, Feldhoff & Houck, 2008).
Los datos aportados en dicho trabajo sugieren
que el aprendizaje de evitacién pasiva induce un
aumento diferencial de la actividad neuronal en
la amigdala y el striatum. Por lo tanto, ese incre-
mento reflejaria los cambios previos en la acti-
vidad cerebral ocurridos en la amigdala y en el
striatum durante el periodo de entrenamiento
inmediatamente anterior. En términos globales,
estos resultados sugieren que la activacién amig-
dalino-estriatal podria ser un componente clave
del circuito cerebral que controla el aprendizaje
de evitacién pasiva en anfibios.
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Receptores cutaneos y
hocicepcion

En mamiferos, la percepciéon del dolor (por
ejemplo, en el caso de una quemadura), no de-
pende de una estimulacién intensa de recepto-
res periféricos de calor, sino que el mismo tiene
sus receptores especificos e independientes del
resto de los receptores correspondientes al tacto

(Millan, 1999).

De una forma similar, el parche pélvico de los
anfibios cuenta con receptores cutineos que le
permiten a un animal detectar cambios en la
concentracion salina del medio en el que estd
sumergido y, ademds, con otros receptores inde-
pendientes que perciben el dolor. Enlosanfibios,
el sistema nociceptivo estd organizado con re-
ceptores periféricos que fundamentalmente es-
tin conectados con el tronco cerebral por medio
de vias rdpidas mielinizadas y también vias len-
tas sin mielina. Estas sefiales de dolor son pro-
cesadas principalmente por el tdlamo y luego se
proyectan hacia las regiones no olfatorias del te-
lencéfalo (Guénette, Giroux & Vachon, 2013).
Lamentablemente, la forma en que los recepto-
res nociceptivos actdan frente a soluciones sali-
nas en anuros, aiin no ha sido estudiada.

Sin embargo, si existen estudios que muestran la
funcién quimiosensorial de la piel ventral de los
anfibios para discriminar concentraciones sali-
nas (Nagai, Koyama, Hoff & Hillyard, 1999).
En particular, se ha comprobado que la exposi-
cién de sapos del desierto (Bufo alvarius) a una
solucién salina externa de NaCl dispara sefiales
dirigidas desde el parche pélvico hasta el tila-
mo, las cuales son cada vez mds frecuentes en
la medida en que se aumenta la concentracién
de NaCl. Dichas sefales pueden ser afectadas
si en la solucién salina se agrega amiloride, una
droga bloqueante de los canales de K+ que tam-
bién actiia sobre los canales de Na+ (Nagai et
al., 1999). En el caso del sapo terrestre Rhinella

arenarum, la administracién de amiloride tam-
bién aumenta el tiempo que pasan los sujetos en
una solucién salina de NaCl intentando captar
agua (Iurman & Muzio, 2010).

Ahora bien, si consideramos que el caso de la va-
riacién en la concentracién salina de las solucio-
nes a la que son expuestos los anfibios constituye
un modelo unidimensional de reforzamiento,
deberfamos asumir que los receptores nocicep-
tivos no juegan un papel en el aprendizaje aver-
sivo mediado por soluciones salinas de alta con-
centracion. O al menos, que la nocicepcién no
es esencial para que se establezca un aprendiza-
je aversivo mediado por soluciones salinas. En
este sentido, para despejar esta incégnita, debe-
riamos a futuro contestar al menos las siguien-
tes preguntas. En primer lugar: ;la exposicién a
soluciones salinas de distintas concentraciones
producen en anfibios estimulacién nociceptiva?
Probablemente la forma mds sélida de contestar
esta pregunta es en preparados in vitro aislando
los receptores y estudiando su respuesta frente a
la concentracién de sal en el medio. En el caso de
observarse que las soluciones hipertdnicas acti-
van los receptores nociceptivos, esto podria estar
indicando que las soluciones de concentracién
pequenia (apetitivas) y de concentracién grande
(aversivas) de NaCl, activan vias diferenciales,
debilitando la idea de unidimensionalidad. Sin
embargo, es posible que la condicién de estimu-
lo aversivo de las soluciones salinas, no dependa
exclusivamente de la estimulacién nociceptiva.
En segundo lugar: jes posible el condiciona-
miento aversivo en anfibios que se encuentran
bajo los efectos de un analgésico de efecto local
o central? Para responder a esta pregunta seria
clave disponer de mecanismos de bloqueo peri-
férico o central de la nocicepcidn. En este sen-
tido, existe un extenso trabajo de revisién que
analiza los efectos de firmacos opioides sobre la
respuesta de dolor en anfibios (Stevens, 2004),
raz6n por la cual este tipo de drogas podrian ser
utilizadas en estudios futuros. Otra alternativa



serfa el uso de firmacos canabinoideos (Salio,
Cottone, Conrath & Franzoni, 2002). Aunque
en el caso de utilizar un anestésico local deberia
seleccionarse uno que actde Gnicamente sobre
los receptores nociceptivos, y sea neutro para el
resto de los receptores.

Dentro de los procedimientos ya utilizados en
anfibios, hay dos que podrian ser los mds ade-
cuados para responder a esta tltima pregunta.
Primero, el protocolo de condicionamiento
cldsico autonémico (Daneri, Papini & Muzio,
2007), en el que se monitorea la actividad car-
diaca de sapos expuestos inicialmente a una so-
lucién neutra (300 mM) y luego a una solucién
aversiva (800 mM). En este protocolo se ob-
serva en el grupo experimental un incremento
en la actividad cardfaca frente a la estimulacién
con la solucién neutra a partir del segundo en-
sayo, en comparacién con el grupo control que
recibe dos veces estimulacién con la solucién
neutra. Una segunda posibilidad es el protoco-
lo de evitacién pasiva descripto anteriormente

(Puddington, Daneri, Papini & Muzio, 2016).

En cualquiera de las dos situaciones, si se obser-
vara en los animales una respuesta de aprendiza-
je aun habiendo recibido un firmaco antinoci-
ceptivo, podria sugerir que este modelo anfibio
utiliza una dnica via sensorial tanto para el pro-
cesamiento apetitivo como el aversivo.

Conclusiones y comentarios
finales

El modelo de los anfibios constituye una situa-
cién especial para el andlisis de la potencial uni-
dimensionalidad de los estimulos reforzantes.
En particular, el conjunto de estudios realiza-
dos en nuestro laboratorio demuestran que una
misma clase de estimulo, una solucién salina de
cloruro de sodio, puede resultar apetitiva, aver-
siva o neutra dependiendo de la concentracién
de NaCl utilizada. De esta forma, aunque ain

falta indagar el papel de la nocicepcién en estu-
dios futuros, pareceria que existen vias sensoria-
les comunes implicadas en el procesamiento de
esta variedad de estimulos.

En este aspecto, serfa muy interesante que se
pudieran desarrollar estudios comparativos en
otros grupos de anfibios, utilizando el modelo
de estimulos empleado en nuestro laboratorio.
Esperamos alentar con este articulo a otros in-
vestigadores para que inicien ese camino.

La utilizacién del agua como estimulo apetiti-
vo en anfibios ha sido sistemdticamente desa-
rrollada en procedimientos de condicionamien-
to instrumental llevados adelante en nuestro
laboratorio (Muzio, Segura & Papini, 1992;
Puddington, Papini & Muzio, 2018a;entre
otros). Por otro lado, el procedimiento de en-
trenamiento desarrollado a partir del uso de
soluciones aversivas de NaCl ha permitido ob-
tener evidencia consistente de aprendizaje de
evitacién en anfibios, un fenémeno dificil de
registrar en estos animales. Es mds, se obser-
vé tanto evitacidn activa como pasiva (Daneri,
Papini & Muzio, 2007; Puddington, Papini &
Muzio, 2013). Como se mencioné anterior-
mente, la efectividad de las soluciones salinas
para inducir el entrenamiento de evitacién pro-
bablemente esté relacionada con su mayor rele-
vancia ecoldgica en comparacién con la de otros
estimulos aversivos (e.g., descargas eléctricas)
comunmente utilizados en experimentos an-
teriores con anfibios anuros (Macphail, 1982;

Muzio, 1999; Suboski, 1992).

Resumiendo, podemos decir que en términos
generales la utilizacién de este modelo anfibio
brinda una herramienta dnica para estudiar los
mecanismos relacionados con el procesamien-
to de estimulos apetitivos y aversivos, dada su
caracteristica excepcional del procesamiento de
estos estimulos bajo un mismo sistema de per-
cepcién sensorial (sistema unidimensional). Sin

Modelo experimental en anfibios: unidimensionalidad del procesamiento

de estimulos apetitivos y aversivos en el aprendizaje asociativo

Pp.12-33

io

Rubén N. Mu.
Martin M. Puddington

Julio - diciembre / 18

N
5
)
~
=3
= o
S
=3
g 3
-!N
=
23
- =
w
= =
£ 2
& 3
um
=
3
=
[ )
- X2

25




Modelo experimental en anfibios: unidimensionalidad del procesamiento

de estimulos apetitivos y aversivos en el aprendizaje asociativo

Pp.12-33

Rubén N. Muzio
Martin M. Puddington

Julio - diciembre / 18

N
P
o
<
is
- =
=
&
g <
8 3
=
2=
° L
&
o =
7S
&
2
&c’?
n 2
-
"]
=
Q5
w O

26

embargo, cabe indicar que hasta el momento las
vias sensoriales periféricas del procesamiento de
la informacién necesaria para que se produzca el
aprendizaje instrumental utilizando estas solu-
ciones son mayormente desconocidas.

Respecto de los circuitos neurales involucrados,
empleando el modelo del sapo terrestre Rhinella
arenarum, hemos obtenido evidencia relacio-
nada con el procesamiento de la informacién
aprendida, tanto en procedimientos apetitivos
COMO aversivos.

En situaciones de aprendizaje apetitivo, estu-
diamos en particular la participacién del pa-
llium medial (Muzio, Segura & Papini, 1993).
Esta drea ocupa la parte interna dorsal del telen-
céfalo y, como se mencioné anteriormente, es
homologa al hipocampo de los mamiferos. Los
resultados que obtuvimos en anfibios coinciden
con los obtenidos en ratas en una situacién ani-
loga, donde el drea hipocampal interviene en la
inhibicién de respuestas previamente aprendi-
das (e.g., Jarrard & Isaacson, 1965). Sin embar-
go, resta atin estudiar en anfibios los circuitos
especificos de la recompensa para hacer un ani-
lisis comparativo de este sistema.

En cuanto a situaciones de aprendizaje aver-
sivo, nuestros estudios en anfibios han abarca-
do las regiones que se consideran homdlogas
al sistema amigdalo-estriatal de los mamiferos
(Puddington, Daneri, Papini & Muzio, 2016).
Asi, en el sapo terrestre nos hemos focalizado en
el andlisis de la amigdala; en particular, la region
de la amigdala evaluada corresponde a la amig-
dala lateral y anterior de los mamiferos (Moreno
& Gonzélez, 2004). Se ha postulado también
que la amigdala basolateral de los mamiferos in-
terviene en el almacenamiento de informacién
relacionada con el condicionamiento de miedo
pavloviano (Phelps & LeDoux, 2005), proceso

en el cual se produce una importante sintesis

proteica (Johansen, Cain, Ostroff & LeDoux,
2011). Complementariamente, se ha propuesto
al striatum como mediador de las respuestas mo-
toras condicionadas en mamiferos, siendo esta
regién parte del sistema dopaminérgico (Kravitz
& Kreitzer, 2012). De esta forma, los resultados
obtenidos en nuestro laboratorio resaltan la im-
portancia de las conexiones amigdalino-estriata-
les, ya que constituirfan una via evolutivamente
conservada de regulacién del condicionamiento
del miedo en todoslos vertebrados (Puddington,
Daneri, Papini & Muzio, 2016).

Finalmente, en este contexto es interesante
plantear el papel funcional que podria estar
desempenando el tdlamo, una estructura cru-
cial para el procesamiento temprano de las
senales sensoriales. En mamiferos, la mayoria
de los estimulos sensoriales (a excepcién del
olfato) son transmitidos desde los distintos
sentidos hacia el tdlamo, que posteriormente
los proyecta hacia las regiones corticales y sub-
corticales especializadas (Karten, 2015). Pero
mientras que en mamiferos, las sefales corres-
pondientes a estimulos apetitivos y aversivos
implican distintos tipos de receptores (por lo
tanto, llegando al tdlamo por vias indepen-
dientes), los estudios que hemos descripto en
los apartados anteriores sugieren que nuestro
modelo del sapo terrestre podria ser diferente,
siendo tal vez un modelo tnico entre los ante-
riormente conocidos. Asi, los estudios propues-
tos en el apartado anterior apuntan a dilucidar
(i) si las altas concentraciones de NaCl, que
resultan aversivas para los sapos, activan recep-
tores nociceptivos, o (ii) si es la estimulacién
masiva de receptores de Na+ lo que constitu-
ye la senal de aversidn. Estas dos posibilidades
implicarian dos modelos distintos: a) en un
modelo de unidimensionalidad, el tilamo re-
cibiria informacién de una tnica via sensorial
correspondiente a la deteccién de cambios en
la concentracién de Na+ por parte del parche



pélvico, luego, esa informacién seria enviada
a estructuras superiores como la amigdala o el
nicleo accumbens que serfan los responsables
de etiquetar el estimulo como aversivo o apeti-
tivo; b) en un modelo bidimensional, en cam-
bio, el tdlamo recibiria informacién tanto de la
via sensorial correspondiente a la deteccién de
cambios en la concentracién salina, como de

las vias nociceptivas. En este caso, una solu-
cion salina particular tendria cardcter aversivo
en la medida en que produzca activacién de
dichas vias nociceptivas. A fin de contrastar es-
tas dos hip6tesis, serdn necesarios mds estudios
futuros en los que se pueda analizar la respues-
ta funcional de estas vias sensoriales potencial-
mente implicadas.
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