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Amphibians as an experimental model for the study of the evolution of
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Resumen

Los anfibios constituyen un  grupo
filogenéticamente muy antiguo que se
caracteriza por ser los representantes de la
transicion del medio acuatico al terrestre,
con todas las implicancias que esto pudo
tener en la organizacion de su sistema
nervioso. El uso de este modelo animal para
estudiar la evolucion de la cognicién
espacial, brinda la ventaja adicional, al no
poseer neocorteza, de poder indagar acerca
de los circuitos cerebrales basicos que
subyacen a este tipo de conducta. En este
trabajo se describpen los distintos
procedimientos y dispositivos
experimentales que se utilizan para el
estudio de las habilidades de orientacion y
navegacion espacial en anfibios y sus bases
neurales. Teniendo en cuenta toda la
informacion acumulada hasta el momento
en este modelo experimental se concluye
que las propiedades de esta habilidad
cognitiva han sido mayormente

conservadas a lo largo de la evolucion.
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Abstract

Amphibians are a phylogenetically very old
group that is characterized by being the
representatives of the transition from the
aquatic to terrestrial environment, with all
the implications that this could have on the
organization of its nervous system. The use
of this animal model to study the evolution
of spatial cognition, offers the additional
advantage, by not having neocortex, of
being able to inquire about the basic brain
circuits that underlie this kind of behavior.
This paper describes the several procedures
and experimental devices that are used for
the study of spatial navigational and
orientation abilities in amphibians and its
neural bases. Taking into account all the
information accumulated so far in this
experimental model, it is concluded that the
properties of this cognitive ability have
been  largely conserved  throughout

evolution.

Keywords: Amphibians, Spatial
Cognition, Neural basis, Evolution.
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Introduccion

Los anfibios conforman un grupo
filogenéticamente muy antiguo, crucial
dentro de los vertebrados ya que sus
ancestros sobrellevaron la transicion del
medio acuatico al terrestre, y todas las
implicancias que esto pudo haber tenido
en la organizacion de su sistema
nervioso. Es sorprendente entonces lo
poco que se ha estudiado hasta el
momento la organizacion cerebral de
los anfibios, y en particular la
formacion hipocampal, en relacion a la
conducta de orientacion y navegacion
espacial (Bingman & Muzio, 2017,
Daneri & Muzio, 2013; Muzio, 2013;
Muzio, Daneri & Sotelo, 2018; Sotelo
& Muzio, 2015).

El uso de este modelo animal para
indagar acerca de la evolucion de la
cognicion espacial brinda la ventaja
adicional, dado que su cerebro no posee
neocorteza, de poder indagar acerca de
los circuitos neurales basicos que
subyacen a este tipo de conducta
(Muzio, 2013).

En este trabajo se describirdn los
distintos procedimientos y dispositivos
experimentales que se utilizan para el
estudio de las habilidades espaciales en
anfibios y sus bases neurales. En

particular, se destacara como modelo
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experimental al sapo terrestre Rhinella
arenarum como representante anuro de
este grupo, siendo hasta el momento la
especie mas estudiada en relacion a los
mecanismos cerebrales asociados a la
cognicion espacial en esta clase de
vertebrados  (Daneri, Casanave &
Muzio, 2011; Muzio et al, 2018;
Sotelo, Bingman & Muzio, 2015;
Sotelo, Daneri, Bingman & Muzio,
2016).

Uso de dispositivos experimentales en
el estudio del aprendizaje espacial en

anfibios

Los dispositivos experimentales que se
utilizan para el estudio de las
habilidades espaciales en laboratorio
son los laberintos. Los laberintos han
sido disefiados con variadas formas y
tamarfios, desde el campo abierto (open
field) (circulares, rectangulares, etc.) o
el laberinto de agua (water maze o
laberinto de  Morris) donde la
exploraciobn no estd restringida, hasta
los de camino predeterminado como el
laberinto  radial (radial maze), el
laberinto en cruz (plus maze) o el
laberinto en T (T-maze) (Daneri &
Muzio, 2013).
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Orientacién espacial mediante el uso

de estrategias egocéntricas

Dentro de la variedad de laberintos
disponibles, el laberinto en cruz es el
mas indicado para explorar el uso de
distintos mecanismos para el
aprendizaje  espacial  basado  en
estrategias  denominadas  egocéntricas
(la fuente de informacion espacial esta
puesta en relacion al propio animal y no
en correlaciones espaciales entre los
elementos que lo rodean). A este
aprendizaje taxondmico normalmente se
lo divide en dos tipos: orientacion y
aprendizaje de guia (Daneri & Muzio,
2013).

Poco es lo que se encuentra en la
bibliografia referente a estudios de
aprendizaje utilizando laberintos con
anfiios. Dentro de las escasas
publicaciones cabe destacar el trabajo
de Greding (1971) quien realizd una
comparacion del desempefio de tres
especies de ranas (Rana clamitans, R.
boylei y R. pipiens) y tres especies de
sapos (Bufo marinus, B. valliceps y B.
woodhousei fowleri) en un laberinto en
T, donde tenian que escapar de un
estimulo aversivo eléctrico (el brazo
derecho era el Unico seguro, sin
descarga eléctrica). Alli observd que los

sapos tuvieron un mejor desempefio que
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las ranas, aunque las seis especies
pudieron aprender la tarea de
orientacion espacial. La capacidad de
aprendizaje en un laberinto en T
también fue evaluada utilizando agua
como reforzador en el sapo de vientre
de fuego Bombina orientalis
(Brattstrom, 1990), observandose una
orientacion en el espacio del 100% de
los individuos tras 40 ensayos de
entrenamiento. En nuestro laboratorio,
usando el sapo terrestre Rhinella
arenarum se ha observado que los
sujetos son capaces de aprender una
tarea de orientacion en un laberinto en
cruz (con un arreglo espacial en T)
empleando agua como recompensa, a la
cual se accedia ejecutando siempre la
misma respuesta de giro (a la derecha o
a la izquierda, segin el grupo
experimental) (Daneri et al., 2011). Una
vez llegados a criterio de aprendizaje
(mas del 75% de respuestas correctas)
los animales eran capaces de revertir esa
respuesta y aplicar la regla a la situacion
inversa, cuando se cambiaba el sentido
de giro para llegar a la recompensa en el

brazo opuesto (ver Figura 1).
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Respuestas comectas
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Figura 1. lzq: Vista superior del
laberinto en cruz (rodeado de una
cortina blanca para evitar referencias
visuales externas). Der: Porcentaje de
respuestas correctas para los animales
de los grupos Giro (recompensa Siempre
a Derecha o lzquierda) y Control
(ambos brazos recompensados 50% en
forma azarosa). El asterisco indica
diferencias significativas entre
condiciones (*: p < 0.05). [Adaptado de
Daneri, Casanave & Muzio, 2011].

El aprendizaje ~ por  orientacion
observado en los anfibios es
fundamental para su supervivencia, ya
que brinda la capacidad de movilizarse
en el espacio de manera rdpida aun en

condiciones donde no se disponga de
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otro tipo de claves ambientales (por
ejemplo en la oscuridad, donde no hay
acceso a claves visuales). Dado el valor
evolutivo de esta conducta no es
sorprendente que esté presente en una
gran variedad de clases zoologicas, con
distintas especies representantes como
abejas, hormigas, lombrices, ratas,
ratones, palomas y peces, entre otros
organismos, incluyendo también
algunas especies de anuros (Daneri &
Muzio, 2013; Greding, 1971; Ingle &
Sahagian, 1973; Muzio, 2013; Sotelo &
Muzio, 2015).

El sonido como estimulo de
orientacion espacial. Existen datos que
demuestran que los anfibios son capaces
de utilizar la informacion auditiva como
referencia para orientarse y hallar una
pareja 0 una fuente de agua (Wells,
1977, Wilczynski & Capranica, 1984;
Wilczynski et al., 1984). Sin embargo,
estos datos provienen mayormente de
estudios de campo, donde las variables
no estan completamente aisladas unas
de otras y es mas dificil hacer
determinaciones precisas. Valiéndonos
del laberinto en cruz en el laboratorio
(utilizado en una disposicion en T),
agua como reforzador y colocando dos
parlantes en el extremo de los brazos
opuestos, entrenamos sapos para que

pudieran encontrar una recompensa
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cercana 0 lejana (segun el caso) usando
una fuente de sonido (un canto de sapo
macho) que se activaba de manera
azarosa en alguno de los brazos (Sotelo,
Bingman & Muzio, en preparacion).
Los animales debian salir del brazo de
partida y luego girar hacia el brazo
izquierdo o derecho, en cuyos extremos
habia un recipiente que podia contener
agua como recompensa (sOlo uno se
hallaba reforzado). La localizacion de la
recompensa (brazo izquierdo o derecho)
era  azarosa, pudiendo  predecirla
Unicamente a través de la deteccion de
la fuente de sonido que provenia de
alguno de los brazos. La mitad de los
animales encontraban la recompensa en
el brazo opuesto del que provenia el
canto y la otra mitad hacia el mismo
lado. Los resultados generales indican
que en estas condiciones experimentales
los sapos fueron capaces de navegar
exitosamente  hacia la  recompensa
valiéndose Unicamente de la
informacion auditiva proporcionada.

Orientacion espacial utilizando
informacidn geométrica del entorno

La informacion de tipo geométrica
(dada por formas, contornos, relaciones
espaciales entre referencias; Cheng,
1986) esta siempre presente en el

ambiente. Esta fuente de informacién
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geométrica es ampliamente utilizada por
los animales para orientarse en sus
respectivos entornos (e.g., Sutton, 2009;
para una revision detallada ver Cheng et
al, 2013). En un ambiente natural por
supuesto abunda en mayor medida la
geometria irregular (Sutton, 2009), al
contrario de lo que ocurre en las
grandes ciudades humanas y los
edificios. Sin embargo, el desarrollo de
geometrias ambientales regulares (ya
sea en laboratorio 0 en arenas virtuales)
es wtil para poder estudiar la utilizacion
de propiedades geométricas en la
navegacion espacial (Cheng et al., 2013;
Sotelo et al, 2015) ya que permite
simplificar las variables geométricas de
estudio (como pueden ser la geometria
de contorno -boundary-, los angulos o
distancias relativas entre referencias;
Lee et al, 2012; Pearce et al, 2004,
Spelke et al., 2010). Un ejemplo muy
utilizado para abordar la cuestion de la
geometria  espacial es la arena
rectangular (Cheng, 1986; Sotelo &
Muzio, 2015). En un estudio
mundialmente famoso que introdujo la
discusion acerca de este tipo de
informacion, Cheng (1986) entrend
ratas en una arena rectangular con
presencia de claves visuales y olfatorias
en las paredes para que buscaran una

recompensa (comida) oculta bajo la
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viruta en un lugar particular de la arena.
Sorprendentemente, encontrd que
aunque por si solas las claves visuales o
las olfatorias bastaban para poder
localizar la recompensa, las ratas
tendian a cometer errores sisteméaticos
escarbando con alta frecuencia en un
lugar ubicado a 180° (diagonalmente
opuesto) de donde se hallaba oculta la
recompensa. Cheng atribuyd  estos
resultados a que en esta situacion las
ratas confiaban mayormente en la
informacion  brindada por la forma
rectangular de la arena, mas que por las
claves visuales y olfatorias presentes.
Como la arena rectangular generaba dos
esquinas diagonales opuestas
geométricamente  iguales, las  ratas
elegian con cierta frecuencia la esquina

equivocada.

Geometria y claves visuales en la
orientacion espacial. Luego de los
experimentos de Cheng (1986) se
sucedieron muchos otros que
empezaron a cuestionar la utilizacion de
la geometria para la navegacion (para
una revision, ver Cheng & Newcombe,
2005; Cheng et al, 2013) usando
distintas especies 'y entornos. Sin
embargo, uno de los dispositivos
experimentales méas utilizado para estos

estudios sigue siendo la arena
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rectangular, que se emplea para la
adquisicion de una respuesta de
aprendizaje espacial inicial para luego
indagar (como lo hizo Cheng, 1986) con
la utilizacion de otros tipos de claves y
ensayos de prueba acerca de cudles
caracteristicas del ambiente en estas
condiciones  controlan la  conducta
aprendida (e.g., Bingman et al., 2006;
Sotelo et al., 2015; Sotelo, Bingman &
Muzio, 2017; Vargas et al., 2004). En
este sentido, en nuestro laboratorio
hemos utilizado esta arena rectangular
con distintos propositos vinculados al
estudio del uso de la geometria en el
sapo R. arenarum. En un primer
experimento  (Sotelo et al, 2015)
entrenamos sapos para que ubiquen la
recompensa (agua), utilizando la arena
rectangular sin claves visuales en sus
paredes (grupo Solo Geometria) 0 en
combinacién con un panel con rayas
transversales rojas y azules sobre una de
las paredes angostas (grupo Clave-
Geometria). Asi, el primer grupo de
sapos debia llegar a la meta usando
Unicamente  informacidbn  geométrica
(por ej., relacion entre paredes largas y
cortas), mientras que el segundo grupo
de sapos también disponia en su entorno
de informacion geométrica y ademas
una clave visual polarizante (dado que

s6lo uno de las paredes angostas tenia el



Tesis Psicolégica vol. 13- n°2

panel; Figura 2a derecha). Una vez
adquirida la respuesta, en ambos grupos
se desarrollaron ensayos de prueba
(tests): (i) para el grupo S6lo Geometria
el Unico test consistia en romper la
geometria rectangular colocando en la

arena dos paneles adicionales que

generaban  una  nueva  geometria
cuadrada, fla cual no aportaba
informacidn precisa sobre la

localizacion de la recompensa; (ii) para
el grupo Clave-Geometria se realizaron
tres tests: a) un Test de geometria,
donde el panel visual se retiraba de la
pared y solo quedaba la informacion
aportada por la geometria rectangular
para localizar la recompensa, b) un Test
de clave, donde la arena rectangular se
transformaba a una arena cuadrada
(como en el grupo Solo Geometria)
pero manteniendo la presencia del panel
rayado sobre una de las paredes, y ) un
Test de disociacion/conflicto, donde se
retiraba el panel de la pared corta y se
colocaba un nuevo panel rayado similar
en una de las paredes anchas de la arena
(Figura 2b derecha). De esta forma, el
objetivo de estos Ultimos tests era
establecer si los animales eran capaces
de encontrar la recompensa utilizando
(@) informacidn geométrica Unicamente,
(b) informacion de clave Unicamente,

(c) informacion preferencial, ya sea de
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geometria o clave visual, en el caso de
presentarse las fuentes de informacion
en conflicto (determinando asi cuél era
la preferencia de los animales en esta
situacion). Los antecedentes
provenientes de estudios en otros
vertebrados utilizando entornos  muy
similares demuestran que ratas, palomas
y peces (Bingman et al., 2006; Cheng,
1986; Vargas et al., 2004) son capaces
de utilizar tanto informacion geométrica
como de clave visual para orientarse en
el espacio. Pero mientras palomas vy
ratas preferian guiarse por medio de la
geometria en el test de conflicto, los
peces  preferian guiarse por la
informacion de clave visual (Vargas et
al,  2004).

mostraron que los sapos pueden

Nuestros  resultados
aprender a ubicar una meta utilizando
tanto informacion de geometria y de
claves visuales, pero en una situacion de
conflicto entre las fuentes de
informacion  espacial, los  animales
prefirieron para guiarse la informacion

geométrica (Figura 2).
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una estrategia de respuesta caracteristica

Entrenamiento

-
o
o

—8— Clave-Geometria

~
o

Nivel del azar

]
o

v

001 23 45 67 8 910111213

Porcentaje Rtas Correctas
w
o

0

= tetrdpodos terrestres, aunque dada la
escasa  informacion  disponible  al
respecto, estas conclusiones deben ser
tomadas con cautela (Sotelo et al,

)15).

Sesiones D

o

Prueba de Disociacién A

100 1
- W Geometria
B Claves visuales

75 OOtra

25 - Nivel del azar

Porcentaje de Rtas Comectas
3

A+C B D

Figura 2. Resumen  de
resultados del aprendizaje de geometria
y claves visuales. a. Porcentaje de
respuestas correctas del grupo Clave-
Geometria durante el entrenamiento
(izquierda). Durante el entrenamiento,
los animales usaron para orientarse la
informacion del contorno geométrico de
la arena rectangular y la clave visual
polarizante (derecha). b. Porcentaje de
respuestas correctas durante la prueba
de disociacion, donde los sapos
prefirieron la geometria para ubicar la
meta (izquierda) cuando las dos fuentes
de informacion estuvieron en conflicto
(derecha).  Los  asteriscos indican
diferencias significativas entre
condiciones (**: p < 0.01). [Adaptado
de Sotelo, Bingman & Muzio, 2015].

Asi, a través del analisis comparado con
estas otras especies de vertebrados, se
comprobd que los sapos se comportaban
como sus pares amniotas. A nivel

evolutivo, esto podria estar reflejando

c

¢Geometria de contorno 0
racteristicas geométricas aisladas?
| mismo procedimiento empleado en el
studio anterior en la arena rectangular,
on las condiciones Sélo Geometria y
Clave-Geometria  (Figura  3a,b), fue
rcepetido en otro experimento para
analizar mediante un nuevo test la
transferencia de informacion desde el
contorno de geometria rectangular a
otro contexto de geometria romboidal
(Sotelo, Bingman & Muzio, enviado
para su publicacion). Este cambio
generaba la inversion de la disposicion
alternada de las paredes cortas y largas
de la arena rectangular, generando un
romboide con dos paredes cortas y dos
largas sucesivas (manteniendo tanto la
longitud de las paredes cortas como la
de las largas, ademas de conservar la
presencia de dos esquinas de 90° entre
una pared corta y una larga contiguas;
Figura 3d-e).
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Figura 3. Diagramas de Ilas
arenas utilizadas en las tareas de

aprendizaje espacial con geometria. a.
Arena rectangular de Soélo Geometria.
b. Arena rectangular de Clave-
Geometria (con panel rayado). c. Arena
rectangular de Geometria y Pendiente
(con un lado elevado y otro bajo). d.
Arena romboidal con Geometria sola. e.
Arena romboidal con Geometria Yy
Clave (panel rayado). f. Arena circular.
Las piletas grises representan un
ejemplo de los lugares recompensados
para un animal.

Experimentos similares fueron
desarrollados en ratas por Pearce y
colaboradores (2004, 2006) en una
arena rectangular y otra romboidal que
contenian agua turbia para esconder una
plataforma sumergida. El objetivo era
testear si como Cheng (1986) habia
predicho, las ratas estaban utilizando la
geometria general de la arena
rectangular, o simplemente se guiaban
con las propiedades geométricas de la
esquina recompensada en particular,

generada por la unién de una pared
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corta y otra larga en un angulo de 90°.

Esta diferencia seria esencial para
determinar si la geometria como tipo de
clave

informacion  es para la

navegacion, o sencillamente  puede
resumirse en propiedades o variables
méas simples del ambiente (Cheng et al.,
2013). Si las ratas estuvieran utilizando
la arena como

todo el contorno de

informacion, la  transformacion  de
rectangulo a romboide deberia impedir
que encuentren el refuerzo (en este

caso, la  plataforma  sumergida);
mientras que si s6lo se guiaban por la
presencia de una pared corta y otra larga
consecutivas, podrian igualmente ubicar
la esquina correcta por mas que la
cambiara.  Esto

geometria  general

Gtimo fue lo que sucedid en este
estudio (Pearce et al., 2004, 2006), ya
que las ratas fueron capaces de ubicar la
plataforma escondida aun cuando la
habia

caso, a

geometria general se

transformado. En  nuestro
diferencia de lo ocurrido en ratas, la
respuesta de los sapos bajo la condicion
SoOlo Geometria indicé que cuando los
animales fueron cambiados de la arena
rectangular (Figura 3a) a la arena
(Figura 3d), se

principalmente en la forma general o

romboidal basaron

geometria del entorno para codificar la

ubicacion de la meta, ya que estos
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animales  no pudieron transferir
exitosamente la informacion aprendida
para ubicar la meta. En tanto que para la
condicion Clave-Geometria, cuando los
animales fueron cambiados de la arena
rectangular con clave visual (Figura 3b)
a la arena romboidal -también con clave
visual- (Figura 3e), los sapos parecian
elegir preferentemente una esquina que,
en términos generales, era correcta en
relacion con clave visual experimentada
durante el entrenamiento. En conjunto,
los resultados de este estudio sugieren
que los sapos vy las ratas difieren en las
estrategias que emplean para representar
la informacion espacial disponible en
una arena rectangular. Esto podria
implicar que anfibios y mamiferos
hayan desarrollado diferentes
mecanismos neurales, tal vez
relacionados con diferentes presiones de
seleccion evolutiva, para la
representacion  de la  geometria
ambiental utilizada para la navegacion.
Pero para responder a esta hipétesis
debemos realizar a futuro mas estudios
funcionales sobre  los  mecanismos
cerebrales asociados.

Por Ultimo, se realizd otro experimento
similar a los anteriores, con sapos en la
condicion Clave-Geometria (Figura 3b;
con la arena rectangular y el panel

rayado), pero agregando otro grupo de
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sapos entrenados en paralelo con un
panel rayado similar pero en una arena
circular (Figura 3f). Un vez que los
animales adquirian la respuesta, pasaron
a la etapa de ensayos de prueba donde
fueron cambiados de un tipo de arena a
la otra (e.g., los entrenados en la arena
rectangular pasaron a ser testeados en la
arena circular, y viceversa). La idea en
este caso era testear como se utilizaba la
informacion  adquirida  en  primer
término luego del cambio de contexto;
es decir, al cambiar de un ambiente
entrenado con una clave y cierta
geometria particular, a otro ambiente en
apariencia  similar pero donde la
informacion geométrica habia cambiado
por completo (Sotelo, Bingman &
Muzio, en preparacion). En este sentido,
en base a antecedentes registrados en
otras especies de vertebrados, se
considera que la geometria circular no
es muy Uil como clave navegacional
dado que es completamente homogénea.
Por ejemplo, estudios previos en ratones
y peces indican que animales criados en
ambientes  circulares versus animales
criados en ambientes rectangulares,
muestran diferencias en las preferencias
para orientarse al ser cambiados de
entorno: los criados en un ambiente
circular muestran una menor habilidad

para localizar una meta en una arena
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rectangular respecto de aquellos criados
en un ambiente rectangular (Brown et
al, 2007; Twyman et al, 2012). Los
resultados que obtuvimos en sapos
coinciden con esta vision general, ya
gue sblo existia una transferencia
exitosa de la informacion adquirida
cuando se pasaba de la arena
rectangular a la arena circular (pero no a
la inversa). De esta forma, pareceria que
esta es una caracteristica conservada a

nivel evolutivo.

La pendiente del entorno como fuente
de informacién para la orientacion
espacial. Estudios previos muestran que
humanos, ratas, palomas y peces
(Grobéty & Schenk, 1992; Holbrook &
Burt de Perera, 2009; Holmes et al.,
2015; Nardi & Bingman, 2009; Nardi et
al., 2009) son capaces de navegar en un
ambiente que posee una inclinacion
dada. Actualmente este paradigma es
muy estudiado, dado que se ha
identificado que todos los
desplazamientos que realizamos en el
ambiente la mayoria de los animales es
tridimensional 'y, por lo tanto, es
esencial analizar la codificacion de
informacion espacial tanto en el eje
horizontal como en el vertical (Hayman
et al, 2011). Algunos de los

mencionados estudios de utilizacién de
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pendiente comparan también el uso de
este tipo de informacion con la
informacion de geometria. Por ejemplo,
en el caso de las palomas (Nardi &
Bingman, 2009), se ha observado que
son capaces de navegar utilizando
ambos tipos de informacion, pero en
presencia de un conflicto entre las
mismas prefieren la informacion dada
por la pendiente (es ese estudio, de 20°
de inclinacion). Para analizar esta
cuestion en anfibios, en nuestro
laboratorio utilizamos la arena
rectangular sin presencia de claves
visuales, pero con una pendiente de 5°
de inclinacion  generada por la
colocacion de un suplemento base
debajo de uno de los lados angostos de
la arena experimental (Figura 3c; Sotelo
et al, 2017). En esta condicion de
entorno rectangular inclinado
entrenamos a los sapos para ubicar una
recompensa. Luego de alcanzar Ia
asintota de adquisicion de respuesta, se
realizaron ensayos de prueba para
testear cual informacion (geometria o
pendiente) preferian los animales ante
una  situacion de  conflicto. Los
resultados indican que los sapos (a
diferencia de las palomas) utilizaron
preferentemente la  geometria  del
contorno de la arena experimental

cuando la informacién geométrica y de
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pendiente fue puesta en conflicto. Sin
embargo, es importante destacar que la
pendiente utilizada en el caso de los
sapos fue menor a la que se usé en
palomas (5° versus 20°), de manera que
esta preferencia de los animales por la
geometria podria deberse al bajo grado
de inclinacion  administrado.  Serédn
necesarios mas experimentos futuros en
sapos en una situacibn de mayor

pendiente para dilucidar esta cuestion.

Bases neurales del Aprendizaje
Medial, la

Hipocampal de los

Espacial; Pallium
Formacion
Anfibios
Una de las é&reas  cerebrales
tradicionalmente asociada a la
codificacion de informacion espacial es
el hipocampo (Bingman et al, 2017
O’Keefe & Nadel, 1978). En los
distintos grupos de vertebrados las
habilidades de aprendizaje espacial
parecen estar asentadas en sustratos
neurales homodlogos: el hipocampo en
aves y mamiferos, la corteza medial en
reptiles y, de manera similar, el pallium
lateral de peces -el presunto homdlogo
del hipocampo de amniotas- (Bingman
& Muzio, 2017; Gonzélez et al., 2017;
Lopez et al, 1999; Muzio, 1999, 2013;
Salas et al., 2003).
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Respecto de los anfibios, existe una
hipOtesis muy aceptada de que el
pallium medial es homdlogo a la
formacion ~ hipocampal de  otros
tetrapodos, basado en la posicion
topografica (cuadrante dorsomedial del
telencéfalo), sus interconexiones
neuralts 'y en la  informacion
inmunoneurohistoquimica (ver por
ejemplo, Northcutt & Ronan, 1992).
Para determinar la implicancia del
pallium medial en el aprendizaje de
tareas de orientacion y navegacion
espacial se han realizado en nuestro
laboratorio varios experimentos,
aplicando tanto  procedimientos de
lesion como de medicion de la actividad
neural en esta &rea (Daneri, Casanave &
Muzio, en preparacién; Sotelo et al.,
2016). En primer lugar, se llevd
adelante un estudio donde se evaluaron
los efectos de la lesion del pallium
medial (Figura 4).

B J

Fotografia de un corte del hemisferio
izquierdo de encéfalo intacto de Bufo
arenarum (Grupo Control) (x50)
MP (pallium medial), LP (pallium lateral),
ST (striatum) y MS (septum medial).

Fotografia de un corte del hemisferio
izquierdo de encéfalo lesionado de
Bufo arenarum (Grupo Lesién) (x50)
Notese la lesion del pallium medial que ha
sido removido por aspiracién.
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Figura 4. Imégenes de una
seccion  del  hemisferio  cerebral
izquierdo a nivel medio del telencéfalo,
intacto  (izquierda) y lesionado por
microaspiracion en la zona del pallium
medial (derecha).

En este caso, la tarea espacial consistid
en el aprendizaje de una regla de
orientacion en un laberinto en cruz,
donde los animales debian ubicar una
pileta con agua localizada s6lo en uno
de los brazos del laberinto (Daneri,
Casanave & Muzio, en preparacion).
Los resultados revelaron que los
animales lesionados tenian  una
deficiencia  en la adquisicion  del
aprendizaje, ya que no lograron
orientarse  espacialmente  como  los
animales de los grupos controles
(intactos 'y sham —con operacion
simulada-). Es mas, su desempefio no
mejor6 con el entrenamiento y se

mantuvo en niveles azarosos (Figura 5).
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Figura 5. Porcentaje  de
respuestas correctas. Los grupos Intacto
y Sham se diferencian
significativamente del grupo Lesion al
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finalizar el entrenamiento de 20
sesiones. El asterisco indica diferencias
significativas entre condiciones (*: p <
0.05).

De esta manera, los resultados
obtenidos aplicando la técnica de lesion
cerebral sugieren que los animales sin
un pallium medial funcional pierden la
capacidad de orientarse en el espacio
mediante una estrategia de giro y, por lo
tanto, de anticipar la presencia de la
recompensa en una  determinada
ubicacion  del  espacio.  Estudios
comparativos en ratas con lesion
hipocampal han mostrado que estos
animales  siguen  conservando la
habilidad de orientarse por una
respuesta de giro. En este caso, la
repuesta de giro  pareceria  ser
independiente de la integridad del
hipocampo (Kesner, Bolland & Dauvis,
1993; Packard & McGaugh, 1996). Asi,
a diferencia de lo que ocurre con el
hipocampo de los mamiferos, nuestros
resultados en anfibios indican que el
palium  medial participa en la
regulacion de esta estrategia béasica de
orientacion en el espacio. En conjunto,
estos  resultados  sugieren que el
hipocampo de mamiferos y el pallium
medial de anfibios, si bien son
estructuralmente  homologos, no tienen

una equivalencia funcional completa.
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Técnicas de medicion de actividad
neural 'y estructuras cerebrales

implicadas en la navegacion espacial

Tincidn histoquimica de AgNOR. El
aprendizaje espacial y el
establecimiento de nuevas memorias
generan cambios morfologicos en la
regiobn organizadora de los nucleolos
(en inglés NOR) de las neuronas
telencefalicas.  Los  nucleolos  son
estructuras que se encuentran dentro del
nicleo de cada célula, encargados
principalmente  del ensamblado  de
ribosomas. Cuando una célula
incrementa la sintesis de proteinas, los
nucleolos aumentan su tamafio y pueden
multiplicarse. Dado que el aprendizaje
requiere una gran cantidad de nuevas
proteinas, aquellas areas cerebrales que
han estado activas durante ese proceso
de aprendizaje muestran neuronas con
nucleolos de mayor tamafio o con doble
nucleolo (Puddington & Muzio, 2016).
Los componentes nucleolares contienen
grupos de proteinas afines a la plata que
pueden detectarse utilizando la técnica
de tincion histoquimica AgNOR. Luego
de la tincién, los NORs pueden ser
facilmente identificables como puntos
negros localizados en el area nucleolar

(Trere,  2000). La  comparacion
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morfométrica de los nucléolos en
distintas areas cerebrales de animales
que recibieron 0 no entrenamiento
permite identificar areas asociadas a un
aprendizaje particular. Esta técnica se
ha utilizado con éxito en estudios en
peces, ~mamiferos y  actualmente
también en anfibios (Daneri, Casanave
& Muzio, en preparacion; Puddington,
Daneri, Papini & Muzio, 2016).

Respecto del anélisis de los mecanismos
que codifican en anfibios el aprendizaje
espacial, en nuestro laboratorio se
realizd un estudio entrenando sapos en
una arena circular transparente donde
los animales tenian acceso a las claves
visuales del ambiente y tambien a
claves  visuales intralaberinto  para
orientarse y localizar una recompensa
(Daneri, Casanave & Muzio, en
preparacion). Luego de que alcanzaron
el criterio de aprendizaje (75% de
respuestas  correctas) los animales
fueron sacrificados y se evalud
posteriormente la actividad neural de
distintas areas cerebrales empleando la
técnica de AgNOR. Los resultados
mostraron que hubo una activacion
diferencial del pallium medial, ya que el
area relativa de los NORs era
significativamente mayor que en otras

areas cerebrales (Figura 6).



Tesis Psicolégica vol. 13- n°2

Area relativa AgHOR

julio-diciembre/18 pp. 1-27

0,07 5 .

o 0085 4 B Experimental

< I;:Il]ﬁ - O Conirod

B 0,055 1 T

o

=2 005

= 0045 4

€ "

g 004

& 0035

< 003 , : .
Medial  Sepum  Amigdala  Stiatum
Pallium

Region

AgNORs (x100)en newroras del pallium medal de animales
experimertales (izquierda) y cortrales (derecha)

Figura 6. 1zq: Area relativa de
los NORs, aumentada en las neuronas
de pallium medial de sapos entrenados
en una tarea de orientacion espacial.
Este efecto no aparece en otras regiones
como el septum, la amigdala y el
striatum. Der: Neuronas del pallium
medial de un animal entrenado (con
mayor area relativa de AgNORS) y otro
control. El asterisco indica diferencias

significativas entre condiciones (*: p <
0.05).

Técnica inmunohistoquimica de c-Fos.

Uno de los métodos ampliamente
utilizado desde hace tiempo en distintos
vertebrados para medir la activacion
especfifica de neuronas en distintas areas
cerebrales es la técnica
inmunohistoquimica  de  genes  de
activacion temprana (en inglés IEG),
gue se emplea en particular para revelar
la presencia del factor de transcripcion
c-Fos (Ball & Gentner, 1998; Clayton,

1997; Mayer et al, 2016). Esta técnica
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se aplica regularmente luego de tareas
comportamentales diversas y se usa
como indicador de actividad cerebral
reciente debida al aprendizaje (Ball &
Gentner, 1998; Clayton, 1997). c-Fos es
un gen que codifica para un factor de
transcripcion (del mismo nombre) que
regula la sintesis de proteinas asociada a
procesos de proliferacion,
muerte celular
2015). En

indicador

diferenciacion y

(Velazquez et  al,
neurociencia se utiliza como
de actividad reciente en el tejido
nervioso debida a un aumento en la
recepcion de estimulos asociados a
conductas, mayormente aprendidas, vy
su pico oOptimo de sintesis es luego de
aproximadamente 90  minutos  de
ocurrido el evento estimulante o de
aprendizaje. Baésicamente, para realizar
la técnica inmunohistoquimica de c-Fos
se sacrifica a los animales, se extraen

sus cerebros y se los corta en secciones

para  luego  aplicarles  anticuerpos
(elaborados en  distintas  especies
animales) que reconocen

especificamente la proteina c-Fos. De
esta manera se identifica la localizacion
de c-Fos en el tejido nervioso y se
procede a su cuantificacion.

En nuestro laboratorio hemos puesto a
punto esta técnica para poder aplicarla

en anfibios (Daneri, Bingman & Muzio,
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datos no publicados), utilizandose con
éxito en cerebros del sapo terrestre R.
arenarum. Uno de los primeros andlisis
efectuados con esta técnica en sapos fue
la evaluacion de la actividad neural
asociada al aprendizaje espacial con
informacion  geométrica  rectangular 'y
claves visuales (Sotelo et al., 2016),
utilizando para ello animales que habian
entrenamiento

tenido el descripto

anteriormente (condiciones
experimentales  Sélo  Geometria y
Clave-Geometria).

Los resultados de la medicion de
neuronas marcadas con c-Fos indicaron
que los sapos de ambos grupos
entrenados (Solo Geometria y Clave-
Geometria) muestran una  activacion
diferencial en el pallum medial
respecto de un grupo control no

entrenado (Figura 7).
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Figura 7. 1zq: NUmero de
células c-Fos +/mn?, aumentada en las
neuronas de pallium medial de los sapos
entrenados con Sélo Geometria 'y
Clave-Geometria en una tarea que
aprendizaje espacial. También se ve un
aumento de neuronas c-Fos + en el
pallium lateral, pero so6lo en animales
del grupo Clave-Geometria. El asterisco
indica diferencias  significativas  entre
condiciones (*: p < 0.05). Der:
Neuronas de pallium medial (arriba) y
de pallium Ilateral (abajo) de sapos
entrenados con SoOlo Geometria, Clave-
Geometria y Controles (no entrenados).
Las flechas sefialan nulcleos c-Fos +.
[Adaptado de Sotelo, Daneri, Bingman
& Muzio, 2016].

En la Figura 7 también se puede
observar un aumento de neuronas
marcadas con c-Fos en el pallium
lateral, pero sOlo en los animales
entrenados con geometria 'y claves
visuales  (probablemente asociado al
procesamiento visual de esta region,
aungque seran necesarios mas estudios
futuros para confirmar esta hipotesis).
Las otras dos regiones analizadas
(septum y striatum) no mostraron
diferencias entre los grupos.

Finalmente, en la actualidad se estan
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procesando muestras cerebrales
obtenidas en distintos experimentos de
aprendizaje de geometria con varios
tipos de claves visuales, asi como del
estudio realizado con claves sonoras en
un laberinto en cruz, con el fin de
analizar las areas cerebrales
comprometidas en estos tipos de
aprendizaje (Sotelo, Bingman & Muzio,

en preparacion).

Conclusiones

Este trabajo ha reunido el conjunto de
procedimientos y dispositivos
experimentales que se utilizan para el
estudio de las habilidades espaciales en
anfibios 'y sus bases  neurales,
describiendo algunos de los principales
resultados obtenidos en un marco
evolutivo.
Los dos  principales  dispositivos
experimentales empleados han sido el
laberinto en cruz y la arena rectangular.
Esto se ha dado fundamentalmente pues
con el primero se ha indagado acerca de
los mecanismos que subyacen a
estrategias egocéntricas (Daneri et al.,
2011; Dareri, Casave & Muzio, 2015),
mientras que con el segundo se ha
analizado la informacion aportada por la
geometria del entorno en combinacion
con otras fuentes de referencia para

orientarse 'y navegar en un ambiente
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(Sotelo et al., 2015, 2016, 2017).

Por ejemplo, los resultados derivados
del uso del laberinto en cruz, han
permitido comprender la naturaleza de
la respuesta de giro en sapos y las
diferencias en sus mecanismos neurales
con ratas: los datos obtenidos en nuestro
laboratorio sugieren que en anfibios (a
diferencia de los que sucede en
mamiferos) la  estrategia de giro
depende de la existencia de una
formacion  hipocampal  funcional, el
palium medial (Daneri et al, 2011,
2015; Daneri, Casanave & Muzio, en
preparacion).

En cuanto a los resultados obtenidos en
experimentos con la arena rectangular,
los mismos permitieron asociar la
informacion de la geometria  de
contorno a distintos tipos de claves
ambientales. Entre otras, se utilizaron
claves visuales (Sotelo et al, 2015), la
pendiente de la arena (Sotelo et al,
2017) o estimulos sonoros (Sotelo,
Bingman & Muzio, en preparacion). El
conjunto de estos estudios muestran en
general que los sapos son capaces de
utilizar muy variadas claves ambientales
para navegar. En todos los escenarios
descriptos, los animales fueron capaces
de llegar al criterio de aprendizaje y se
comprobd en los testeos cOmo estaban

utilizando las claves disponibles en cada
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caso. A través de estos estudios se
demostré que los sapos pueden navegar
en el espacio usando: sélo geometria
(de forma rectangular, como minimo),
una clave polarizante del ambiente
(como el panel rayado), claves locales
sobre la recompensa (Sotelo et al,
2015; Sotelo, Bingman & Muzio, en
preparacion; esto también se observo en
una arena circular, Daneri et al,. 2011),
una pendiente de 5° en la arena
experimental (Sotelo et al, 2017), el
sonido de canto de un conespecifico
(Sotelo, Bingman & Muzio, en
preparacion).

Asimismo, se comprobd que en muchos
casos los sapos codificaban mucha mas
informacion espacial de la estrictamente
necesaria para localizar la recompensa.
Es decir, informacion redundante del
ambiente, como se demostro en los
experimentos que combinaban
geometria  con  otros  tipos  de
informacion, o varios tipos de claves
visuales simultdneas (Sotelo et al,
2015, 2017; Sotelo, Bingman & Muzio,
en preparacion). Cuando en los
contextos estudiados se evaluaron de
preferencias por distintos tipos de
informacion, se observd que en general
los sapos preferian guiarse por la
informaciobn geométrica, aunque esto

podria variar al aumentar la saliencia de
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otros estimulos (como por ejemplo, de
las claves visuales). Esta variacion de
preferencia también se ha visto en otros
vertebrados 'y siempre parece ser
dependiente, entre otros factores, de la
saliencia de estimulos (Cheng et al,
2013; Rescorla & Wagner, 1972), las
capacidades sensoriales (Sotelo &
Muzio, 2015), y la edad o la experiencia
previa (Cheng et al., 2013; Twyman et
al., 2012).

En cuanto a los resultados obtenidos en
los estudios de actividad cerebral
asociada al aprendizaje  espacial,
haciendo la evaluacion tanto por la
técnica de AgNOR asi como mediante
la técnica de c-Fos, se ha observado que
el Pallum Medial (ie., la Formacion
Hipocampal de los anfibios) es la
principal area telencefalica
comprometida en la navegacion espacial
(Daneri, Casanave & Muzio, en
preparacion; Sotelo et al., 2016). Estos
resultados no son demasiado
sorprendentes, ya que coinciden con las
evidencias obtenidas en los otros grupos
de vertebrados estudiados (como peces,
aves y mamiferos), donde la Formacion
Hipocampal es la region cerebral que
procesa la mayor parte de la
informacion relacionada con la
cognicién  espacial (Bingman et al.,
2006; Mayer et al, 2016; Tommasi et
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al, 2003, 2012; Vargas et al, 2004,
2006).

Sin embargo, en nuestros estudios en
sapos, tanto analizando la informacion
de geometria combinada con distintas
claves visuales (conspicuas y/o locales),
asi como evaluando la informacion
auditiva (Sotelo et al, 2016; Sotelo,
Bingman & Muzio, en preparacion),
obtuvimos algunos patrones
diferenciales de activacion cerebral
entre distintas regiones del telencéfalo.
En el primer caso, en la tarea que solo
involucré informacién de geometria (sin
claves visuales) se activd Unicamente el
Pallium Medial (o

Hipocampal), mientras que en la tarea

Formacién

que incluyd geometria y claves visuales
se observO la activacion de otras areas
del palio (ademés del Pallium Medial),
como ser el Pallium Lateral y, en menor
medida, el Pallium Dorsal (Sotelo et al.,
2016). Una interpretacion de estos
resultados, requeriria conocer alguno de
los tipos de estimulos que pueden
procesar estas regiones cuando en un
contexto determinado existe
informacion de una modalidad sensorial
especifica 0 combinaciones de varias
modalidades. En términos
neuroanatomicos, el Pallum Lateral y
el Pallium Dorsal de los anfibios estan

asociados a la corteza olfatoria vy
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general,  respectivamente, de  los
mamiferos (Moreno & Gonzélez, 2004;
Northcutt & Kicliter, 1980), con lo cual
Su activacion pareceria no tener mucha
explicacion en este contexto. En aves y
mamiferos las tareas que involucran el
procesamiento de claves visuales suelen
activar areas como el nlcleo Estriado,
entre otras (Mayer & Bischof, 2012;
Packard et al, 1989; Shimizu et al,
2004). Sin embargo, estudios recientes
(Ocana et al., 2017) han encontrado un
patron similar de activacion en el palio
de Goldfish en una tarea de aprendizaje
similar, con lo cual se especula que
estas areas del palio podrian también
estar  funcionando como  cortezas
accesorias de procesamiento (tal como
la corteza entorrinal de los mamiferos).
En el segundo caso, en la tarea que
involucr6 el uso de informacion
auditiva, se encontrd también activacion
del Pallium Medial, pero no de las otras
areas del palio (de manera similar a lo
observado en la condicion de geometria
sola). Y ademas, en este caso también
estaba activado el area Septal (Sotelo,
Bingman & Muzio, en preparacion).
Como se explicO previamente (ver
apartado El sonido como estimulo de
orientaciéon espacial), la fuente de
sonido empleada fue el canto de un

macho conespecifico (dado que en el
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sapo R. arenarum sélo cantan los
machos). Estos cantos estan asociados a
la etapa reproductiva, razén por la cual
la activacion observada en el area Septal
podria corresponderse con la
presentacion  de  dicho  estimulo
(relacionado al comportamiento
reproductivo o0 de reconocimiento de un
conespecifico). Esta  activacion  del
Septum podria ser factible, ya que esta
area recibe informacion auditiva via los
nicleos talamicos ventromediales y el
torus  semicircularis  (Neary, 1988;
Roden et al, 2005; Wilczynski &
Endepols, 2007). Sin embargo, para
corroborar esta hipétesis se deberian
realizar estudios adicionales empleando
técnicas de rastreo de vias neuronales.

Comentarios finales. El conjunto de
estudios sobre orientacién y aprendizaje
espacial realizados en nuestro
laboratorio con el sapo terrestre
Rhinella arenarum demuestra que estos
animales son capaces de codificar
variados tipos de informacion sensorial

proveniente  de  distintas  fuentes

Referencias
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ambientales, y luego utilizarla
diferencialmente segin su necesidad o
preferencia. Nuestros resultados
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