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Variacion del intercambio hidrosalino
en el sapo Rhmnella arenarum modulado por
distintos mecanismos fisioldgicos y su
relacion con el aprendizaje instrumental

Mariana Gabriela lurman

RESUMEN

En el desarrollo de esta tesis se estudi6 la manipulacién de diferentes mecanismos fisiol6gicos implicados en la
captacion o pérdida de agua del sapo colRimella arenarunton el fin de encontrar diferentes reforzadores
que pudieran ser aplicados en protocolos de aprendizaje instrumental. En primer lugar, se verifico que los
sapos aprenden a encontrar agua deionizada (reforzador apetitivo) localizada en una posicion fija con respecto
a su cuerpo (a la derecha o a la izquierda) y querdéiendo de la osmolaridad externa de la soluégta
puede ser aversiva (pierden peso), neutra (no gam@merden peso) o apetitiva (ganan peso) prodicie
cambios en el comportamiento de animales parciatemdashidratados (alejamiento, cuando estan expsest
a una solucién aversiva, y acercamiento, cuandd ggsente una solucion apetitiva). Luego, se cad eon
el estudio de los mecanismos de transporte de mangb(canales de sodio sensibles a amilorida), hoates
(arginina- vasotocina -AVT-) y nerviosos (vias a@rgicas) que podrian estar involucrados en laacédn de
peso de los individuos. El bloqueo de los canaksadio, mediante amilorida, produjo una disminoaide
la captacion de agua y de la permeabilidad deda fin contraste, el bloqueo de los receptoreséogjicos
muscarinicos, mediante atropina, aumento la captade agua y la permeabilidad de la piel. Estemiti
efecto se contrapone con el efecto encontrado coaedbloquean los receptores 3 adrénergicos, dabre
base de estudios previos obtenidos en nuestro dbano. De esta manera, se describe por primerainez,
vivo, en esta situacion la participacion de laswalinérgicas y su antagonismo con las vias adiggoas en
anfibios. No se encontr efecto de AVT sobre la variacion de peso. Es mas, ninguna de las drogas utilizadas
produce cambios en la permeabilidad o en la pérdielagua cuando los individuos estan expuestosaa un
solucién neutra de 300mM de cloruro de sodio. Estiono indicaria que los mecanismos involucradodeen
captacion de agua son diferentes a los de presérvde la misma. Globalmente, los resultados de &siis
nos permiten ahora estar en condiciones de en@afaturo experimentos de aprendizaje (consideraado |
situacion estandar de los protocolos de entrenatnien sapos) utilizando soluciones salinas y mamipdo
los mecanismos colinérgicos asociados de intercanhidrosalino. De esta forma, la utilizacion de ssto
nuevos conocimientos ampliaran las posibilidades de entender la dinAmica del balance hidrosalino en anfibios

en situaciones de aprendizaje.

Palabras Clave: Rhinella arenarum, aprendizaje instrumental, AV'T, amilorida, atropina,
permeabilidad de la piel



Variation of the exchange of water
and ions in the toad Rhimnella arenarum
modulated by different physiological
mechanisms and their relationship to
instrumental learning

Mariana Gabrielalurman

ABSTRACT

In this thesis we manipulated different physiol@aicmechanisms involved in the uptake or loss ofewat
in the common toadRhinella arenarumto identify reinforcers that could be used in imshental learning
protocols. First, we verified that toads could learn to find deionized water (appetitive reinforcer) located at
a fixed position with respect to their body (right or left). Depending on osmolarity, this solution was found
to be behaviorally aversive (they lose weight), trali(they neither gain nor lose weight) or appeét(they
gain weight) to the partially dehydrated animal. Specifically, animals moved away from the aversive solution
and moved towards the appetitive solution. Secovedstudied the membrane transport (amiloride-séresit
sodium channels), hormonal (aginine vasotocin -Avdnd neural mechanism (cholinergic) that could be
involved in the variation in weight of the individl The blockade of sodium channels with amilonidsulted
in decreased water uptake and permeability of tkia.sIn contrast, blockade of muscarinic cholinergi
receptors increased water uptake and permeabilith® skin. This latter effect contrasts with thesults
previously seen in our lab when blocking beta a@rgic receptors. Thus, the work presented in thésis is
the first description, in amphibians, of the participation of the cholinergic pathways in this behavior and their
antagonism with the adrenergic pathways. Theremneasffect of AVT on weight change. Moreover, nori¢he
drugs used produced changes in the permeabilityader loss when individuals were exposed to a sotuof
300 mM sodium chloride. The latter suggest thatrttechanisms involved in the uptake of water aréedeént
from those involved in its preservation. Overalietresults of this thesis allow us to now be abladdress
future learning experiments (considering the sttendard training protocols in toads) using salugons
and manipulating cholinergic mechanisms associatgéd water and ions exchange. Thus, the use of this
new knowledge expands the possibilities of underdtag the dynamics of the water balance in amphmbia
learning situations.

Keywords: Rhinella arenarum, instrumental learning, AV'T, amiloride, atropine, skin permeability



Introduccion General

los cambios en sucomportamiento; si estos
cambios ocurren y pueden ser atribuidos a
la exposicion a la contingencia entonces se
puede inferir que aprendieron (Mackintosh
1974).

Los primeros registros de aprendizaje

instrumental en sapo comun fueron

INTRODUCCION GENERAL publicados por Schmajuk y colaboradores
en 1980.Endichoexperimentolosanimales
parcialmente deshidratados (78% de su
peso) debian recorrer un corredor recto,
para encontrar en el compartimento, meta

En general, las capacidades cognitivas del@l mismo unas gotas de agua destilada
los anfibios, en particular el aprendizaje y (reforzador apetitivo). Con el paso de los
las bases neurolégicas v fisiologicas que lo ~ €nsayos, los sapos realizaban la tarea
modulan, han sido pobremente estudiadagn@s rapidamente, mostrando de esta
en comparacién con otras clases demanera su capacidad de aprendizaje. Al

vertebrados (peces, aves y mamiferos). finalizar esta etapa, se omitia el refuerzo
comenzando con la etapa de extincion

Desde hace mas de 30 afios en nuestrge| comportamiento. Al cabo de dos dias,
laboratorio se han desarrollado diferentes|os apnimales mostraban un tiempo de

metodologias con el fin de evaluar recorrido similar a cuando no habian

comportamentalmente y fisiologicamente aprendido, mostrando de esta manera la
los mecanismos por los cuales los sapoS:xtincion del mismo.

Rhinella arenarum (=Bufo arenarunj

adquieren, procesan, guardan y actdan de Este procedimiento luego fue mejorado

acuerdoalainformacién ambiental, esdecirintroduciendo en el compartimento

estudiando la su cognicién (Shettleworth Meta un recipiente con agua, donde los
2001). Esto incluye la percepcion, la animales podian sumergir parcialmente
memoria, la toma de decisiones y el el cuerpo. Ademdas, se ampliaron los
aprendizaje (Segur@t al. 1967, Segura parametros estudiados: desempefio en el

1969, Schmajuk y Segura 1982, Mumo Primer ensayo de cada sesion, desempefio
al. 1992, Danerét al.2007). a lo largo de los ensayos dentro de cada

sesion (tanto durante la adquisicion

Especificamente  en  relacion  al  ¢omo durante la extincién) y la captacion
aprendizaje, las situaciones experimentalegyg agua durante la adquisicién. A partir
desarrolladas para su estudio, podriangg| registro de la captacién de agua se
considerarse como arreglos particularesloud0 analizar el consumo en cada sesion
de contingencias entre eventos. A 10Sy 4 |o largo del entrenamiento. Los datos

animales se los expone a una combinacionggstraron que durante la adquisicion
particular de contingencias y se observan

Aprendizaje en anfibios
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estos animales (deshidratados al 80% decon soluciones neutras (300mM de cloruro
su peso estandar) consumian entre 1y 2e sodio (NaCl)) o aversivas (800mM de
% de su peso por ensayo, y desarrollarianNaCl) y el 50% de los ensayos restantes
una tendencia al aumento de la captaciénsiempre con refuerzo positivo de agua
de agua a medida que transcurrian losdeionizada;

ensayos (Muzioet al. 1992). Mediante
este mismo procedimiento, también se
estudié el efecto de la lesién deallium
medial (region homologa al hipocampo
de mamiferos) sobre el aprendizaje. Los 3) Tiempo de refuerzo: 20s, 80s, 300s,
resultados mostraron que la adquisicion y320s, 600s y 1280s. (Muziet al. 1992,

la captacion de agua no fueron afectadasj994, 2006, 2011)

pero si hubo un retraso en la extinciéon del
aprendizaje, sugiriendo que dicha area
estaria involucrada en el aprendizaje de
nuevas situaciones (Muzet al. 1993).

2) Tiempo entre ensayos: se utilizo 24hs,
24hs vs 48hs y 15s vs 300s en 5 ensayos
por dia;

Los resultados generales mostraron que
los animales reforzados parcialmente
tienen durante la adquisicion un menor
desempefioque aquellosque sonreforzados

Con estos antecedentes se comenzd etontinuamente. Ademas, noseencontraron
estudio sistematico de los fendmenos deldiferencias en la extincion entre los
aprendizaje basados en la adaptacidngrupos o una extincion mas rapida en el
de los animales frente a cambios engrupo parcialmente reforzado. En cuanto
las condiciones de refuerzo. En lineasa |a variacién en la captacion de agua se
generales, estas situaciones implicanencontré que no hay diferencias entre los
evaluar el efecto de diferentes magnitudesgrupos y que ésta aumenta a través de la
y programas de refuerzo durante: (i) adquisicion. Es importante sefialar que
la adquisicion, (ii) la resistencia a la el reforzador apetitivo utilizado en todos
extincion, (iii) la adaptacion a cambios en estos experimentos fue agua deionizada,
la magnitud o calidad del refuerzo (Amsel con excepcién de un experimento donde
y Stanton 1980). el reforzamiento parcial fue realizado con

. .. soluciones salinas (Muziet al 2011).
Dentro de los fendmenos del aprendizaje, ( )

el efecto del reforzamiento parcial en Otra serie de experimentos realizados
la extincion, (mayor resistencia a la involucraron el cambio en la magnitud
extincion luego de un reforzamiento del refuerzo, ya sea a fin de estudiar el
parcial que después de uno continto) fueefecto de contraste negativo sucesivo
estudiado sistematicamente en individuos(menor desempefio luego del cambio de un
parcialmente deshidratados (80% delrefuerzogrande auno pequefio,comparado
peso estandar) variando los siguientescon un grupo que siempre recibe refuerzo
parametros: pequefio) o ekfecto de la magnitud del

1) Tipo de reforzamiento parcial: 50% refuerzo en la extincionextincion mas

rapida después de un entrenamiento con
de los ensayos no reforzados, o reforzados
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un refuerzo grande que con uno pequefio)o sea, se deshidratan. Entre 0 y 200 mM
(Muzio et al.1992, Papinet al.1995). ganan peso, mientras que entre 250 mM y

o ) 350 mM no ganan ni pierden peso (Loza
En términos generales, la magnitud

) ] Coll y Muzio, en preparacién). Teniendo
del reforzador fue cambiada mediante C 1
_ _ en cuenta estos datos fisiol6gicos y con el
la cantidad de agua destilada que se les . . :
, ) objetivo de estudiar el efecto de contraste
proporcionaba para consumir (1 ml o 4 . . :
. _ negativo sucesivo consumatorio, los
gotas de agua destilada) o el tiempo de

L 7 animales fueron asignados a un grupo
exposicion a agua deionizada (20s, 80s, : .
Experimental, que recibia un refuerzo de

300s, 320s, 600s, 0 1280s). Globalmente, . .
o . mayor calidad (agua deionizada) y luego se
los resultados indican que los animales : .
cambiaba a un refuerzo de menor calidad

ue reciben un refuerzo mayor (los cuales
g ] yor i (225,212 0200 mM de NaCl),oaun grupo
captan mayor cantidad de agua) tienen un : -
Control que siempre recibia una menor

jord A i6 I .
Mejor desempeno en comparacion con 108, . ijad de refuerzo (225,212 0200 mM de

NaCl, segun corresponda). Los resultados
se encontraron los efectos de contraste . o .

) o ) .. Indicaron que los individuos que recibieron
negativo ni diferencias en la extincion

~una menor calidad de refuerzo comienzan
entre los grupos en los sapos. (Schmajuk . .

i S no ganando ni perdiendo peso, aunque
et al. 1981, Muzioet al. 1992, Papinkt al.

a medida que transcurren las sesiones
1995). empiezan a captar agua. Sin embargo,
El efecto de contraste negativo sucesivon0 se pudo evidenciar contraste negativo
también fue estudiado cambiando la sucesivo (Muzicet al.2011).
calidad del refuerzo en vez de cambiar

animales que reciben menor refuerzo. No

) ) i _ Una posible explicacién por la cual no
la magnitud del mismo. La modificaciéon

de la calidad del refuerzo se llevé a cabo , )
en sapos podria ser consecuencia de no

mediante el cambio en la osmolaridad . .
haber encontrado aun los parametros

de las soluciones externas a las cuales ,
] o ~correctos para revelarlo. En vista de esta
se exponia a los individuos. En estudios, ., .
_ __interpretaciéon y con el fin de continuar
previos mostraron que la concentracion . L .
. con el estudio sistematico del aprendizaje
plasmatica de los sapos es 245 mOsm/. :
) . __instrumental y los efectos de cambios
Kg, la cual es isotonica con una solucion
externa de 115 mM de cloruro de sodio

(Reboredaet al. 1991). La variacion de

se encontré contraste sucesivo negativo

en las condiciones de refuerzo, durante
el presente trabajo de tesis se estudid

) i la modificacion de los mecanismos
peso que experimentan los anfibios cuando

se varia la osmolaridad externa desde 0 . , .
o de peso de los anfibios. Asi, mediante
(agua deionizada) a 1000mM de NaCl
fue estudiada en individuos parcialmente ., : : , .
_ regulacion del intercambio hidrosalino,
deshidratados, dando como resultado que . : o
se podria producir una variacion en la

los animales expuestos a concentraciones -, ,
_ _ percepcion de la calidad de los reforzadores
iguales o mayores a 400 mM pierden peso,

fisiologicos involucrados en la variacién

la manipulacion de los mecanismos de
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para ser usados luego en una situacion destablecié las caracteristicas principales
aprendizaje instrumental. de la conservacion del agua de los anfibios
terrestres: alta tasa de evapotranspiracion
en un ambiente seco, rehidrataciéon (“beber”)
mediante la absorcibn de agua a través
de la piel abdominal presionado contra
sustratos humedos, y el uso de la vejiga
Los Anfibios estan representados por 6.771 urinaria como un deposito de agua, la cual
especies diferentes que se agrupan en puede ser reabsorbida cuando vuelven a la
ordenestaxonémicos:Anura(5.966 especies)tierra (Joergensen 1997). Posteriormente
Caudata (619 especies) y Gymnophiona (1865€ realizaron diversas investigaciones que
especies)krost 2013). Su distribucién abarca confirmaron la importancia de la piel en
todos los continentes con la excepcion de la€l intercambio de agua con el ambiente
Antartida, extendiéndose desde el Circulo(Overton 1904, Maxwell 1913, Adolph 1925,
Polar Artico hasta la Patagonia Argentina. S 1932, 1933), asi como también que los
han adaptado a un amplio rango de habitat@nfibios pueden tolerar niveles inusualmente
y de condiciones climaticas; se los encuentradltos de pérdida de agua en comparacion con
en desiertos aridos y en profundos lagos deotros vertebrados (Hall 1922).
agua dulce, su estilo de vida puede variar
desde una vida fosorial a vivir en el dosel de

deben enfrentar periodos de deshidratacion

un bosque tropical, incluso se han registrado ,
guepuedensermuyvariablestemporalmente.

especies que pueden sobrevivir a periodos d?)iversos
congelamiento (Schmid 1982).

Biologia de los anfibios

Los anfibios y su relaciéon con el
agua

En la naturaleza, los anfibios terrestres

mecanismos fisiologicos,
morfolégicos y comportamentales fueron

La disponibilidad de agua y de ambientesdescriptos que posibilitarian la disminucion
himedos afecta a casi todos los aspecto§e la tasa de deshidratacion, como por
de la vida de los anfibios (reproduccion,  €jemplo: formacién de capullos de piel,
osmoregulacién, etc), por lo cual es uno defesguardarse en madrigueras, esparcirse por
los mayores determinantes de la distribucionl@ piel secreciones lipidicas, posturas que
geografica v la distribucién local de las  reducen lasuperficie expuesta, ete. (Ruibal y
especies (Rodriguez al.2005). Numerosos Shoemaker 1984, Navas$ al.2002, Schmid
estudiossehanllevadoacaboafindeestudiar ~ Y Barden 1965, Pought al. 1983). Si bien
la capacidad de los anfibios a adaptarse a ~ €Stos mecanismos disminuyen la tasa de
la variacion en la disponibilidad de agua deshidratacion no la evitan totalmente, y en
dentro de un amplio rango de condiciones¢aso de no encontrar fuentes de hidratacion,
ambientales (Katz 1989, Geise y Linsenmair€n ambientes secos, pueden morir al cabo

1986, Ferreira y Jesus 1973). de algunas horas. El primer registro de
experimentos en los cuales se evaluaba

Los primeros estudios sobre las relaciones; yeshidratacion deRana temporaria
de los anfibios con el agua datan de mas de

doscientos afios. Robert Townson, en 1795

cuando eran expuestas al aire a temperatura
ambiente mostraron que después de una
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pérdida por encima de 30-32% de la masasexual, antimicoético y antibiético, provee de
corporal los animales no se recuperabanprotecciébn mecanica contralesionesy contra
cuando se los transferia al agua (Overtondepredadores (Duellman y Trueb 1986).
1904 en Joergensen 1997). ExperimentosMorfolégicamente, se pueden distinguir dos
que incluyeron 10 especies de ranas y sapos;apas: exteriormente la epidermis y debajo
que van desde las especies xerotfilas como  de la misma la dermis. La epidermis consta
Scaphiopus sppa las acuaticas com®ana  de cuatro estratos: corneo (el mas externo),
grylio,mostraron una clara correlacion entre granuloso, espinoso y basal o germinativo
el habitat y la pérdida de agua corporal que(productor de las células de reemplazo). Por
pueden tolerar, que van desde un 60% dalebajo de éste se encuentra la dermis, la cual
agua corporal e@caphiopus spml 43% en esta compuesta de un estrato laxo (entre
la Rana aurora(semi-acuatica) y alrededor sus principales componentes contiene a las
del40%erR. grylio(Thorson y Svihla 1943). células pigmentarias, los vasos sanguineos
y las glandulas exoécrinas) y un estrato

o compacto (Duellman y Trueb 1986, Fox
rapidamente en el agua dulce, ya sea qu%986)

estén completamente sumergidos o0 que

solo tengan la piel ventral en contacto con En cuanto a la permeabilidad de la piel
ella, pero hay diferencias inter-especificas  se ha encontrado que el flujo osmético a

en las tasas de rehidratacion. En generaltravés de la zona ventral generalmente es
los anfibios terrestres absorben agua mas mayor que a través de la zona dorsal. A su
rapidamente que las especies acuaticas @ez, la zona pélvica (llamagearche pélvicd
semiacuaticas (Warburg 1965; Mullen y exhibe mayor permeabilidad comparada
Alvarado 1976; Shoemaker y Nagy 1977).con las zonas pectorales (McClanahan
La tasa de absorcion de agua también se vg Baldwin 1969; Baldwin 1974; Yorio y
influenciada por la condicion del animal. Bentley 1977). Ademas de la diferencias en
Los anfibios deshidratados toman agua méas la permeabilidad, el parche pélvico también
rapidamente que los individuos totalmente posee una mayor vascularizacion y mayor
hidratados, y pueden absorber el agua deespuesta a la hormona arginina vasotocina
los suelos mas secos (Spight 1967, RuibalAVT) en comparaciéon con el resto de las
et al. 1969, Walker y Whitford 1970, Geise y areas (Bentley 1966; Yorio y Bentley 1977).
Linsenmair 1988).

Todos los anfibios se rehidratan

Mecanismos reguladores del
La piel de los anfibios es la interface entre balance hidrosalino
el organismo y el ambiente que lo rodea. Es
el principal 6rgano involucrado tanto en la Mediante la absorcion/pérdida de agua
pérdidacomoenlacaptaciondeagua,asicom@or la piel y la excrecion/reabsorcion de
también esta involucrado en funciones tanlos rifiones y la vejiga se regula el balance
diversas como intercambio gaseoso e idnico hidrosalino en los anfibios. Se han descripto
secrecion de sustancias que son utilizadagnecanismos de transporte de agua e iones

para la comunicaciéon, reconocimiento reguladoporelsistemahormonal, elsistema
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nervioso y canales y transportadores deRana esculenty enBufo bufqQ mostraron
membrana. En cuanto al sistema hormonalgue la introduccidon externa de atropina, un
diversos estudios establecieron alahormonantagonista colinérgico, asicomotambién la
arginina vasotocina (AVT) como un factor deun agonista de receptores f-adrenérgicos
importante en la regulacion del balance aumenta la permeabilidad de la piel de los
hidrico de anfibios. Esta hormona presenta anfibios (Kirschner 1953, Nielsen y Larsen
una alta conservacién a nivel evolutivo, 2007).

mostrando la misma estructura en agnatos,

anfibios, reptiles y aves. Por otro lado, la
estructura de la hormona antidiurética de
mamiferos, arginina vasopresina (AVP),
es distinta pero tiene efectos fisiologicos
analogos (Acheret al 1997). Muchos
anfibios también son sensibles a la AVP,

la cual ha sido ampliamente utilizada
para investigar el balance acuoso (Heller y
Bentley 1965).

Por udltimo, los canales de sodio que se
encuentran en la membrana apical de las
células del estrato granuloso de la piel,
son la via de absorcion de sodio desde
del ambiente o desde un compartimento
de fluido transcelular como orina, sudor,
saliva, etc. El bloqueo de dichos canales
mediante amilorida provoca la reduccion
de la introduccion de sodio a las células y
la subsecuente reduccion en la captacion de

El flujo osmoético de agua, usando piel agua (in vitro, Koefoed-Johnsen y Ussing
aislada de Rana temporaria aumentd 1958; in vivo, Hillyard y Larsen 2001).
aproximadamente al doble cuando ésta
fue tratada con hormona antidiurética, Estudios sobre la biologia y
pero el flujo isotopico s6lo aumenté6 un las relaciones con el agua de
10% (Koefoed-Johnsen y Ussing 1953). LaRhinella arenarum
diferencia fue atribuida a cambios en los

. Recientemente se realiz6 una revision
mecanismos de transporte de membrana.

. : taxonomica del géner®ufoy en base a
Estudios recientes mostraron que estos o o o
ecaracterlstlcas morfoldgicas y genéticas se
aincluy() a la especiBufo arenarumen el
género Rhinella (Hensel 1867) (Pramuk

et al. 2008). En base a que la mayoria de

cambios se podrian deber a la insercion d
acuaporinas (proteina de transmembran
involucrada en el transporte transcelular
de agua) en membrana mediada por AVT

(Suzukiy Tanaka 2009). los trabajos mencionados son previos al

cambio de género hemos decidido usar
La tasa de consumo de agua a traves déndistintamente los dos géneros pero
la piel de laRana pipiensaumenta cuando sin desconocer su nueva clasificacion
se lesiona el cerebro medio o la médulataxondmica.

oblonga (Adolph 1934); éste fue el primer _ _
Se ha registrado la presencia @e

registro de la existencia de regulacion _
: . ., arenarum desde el sur de Brasil hasta el
nerviosa sobre la captacion de agua, dicho

. : . sur de la Patagonia Argentina. Esta especie
aumento fue irreversible y conducia a la

o S se encuentra en una gran variedad de
muerte del individuo. Estudiads vitro en _ o g ]
nichos ecologicos dentro de sus areas de
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distribucion, hasta la fecha no hay registrosdurante tres horas a agua corriente. Los
de su presencia en las altas cumbres de laesultados mostraron que lesiones en el area
cordillera pero si a 1000 metros sobre eltegmental del meséncefalo y la destruccion
nivel del mar. Predominantemente se losde la médula espinal aumentan la captacién
suele encontrar cerca de charcas y lagunade agua, contrariamente a lo observado
de aguas dulces permanentes y son mugn los animales hipofisectomizados que
comunes alrededor de las construccionesno registraron cambios en la captacion
urbanas (Cei 1959, Ruibal 1962). con respecto a los animales con operacion

, ) , ~ simulada. El balance acuosos fue negativo
Los primeros estudios sobre la reS|stenC|a . .
n todos los animales lesionados menos en

de los sapos comunes a las condicione
P Sfos que se le lesion6 la médula espinal, los

ambientales extremas de distintas regiones
cuales presentaron una mayor captacion

de agua con respecto a la produccion
de orina. La eliminacion completa del
sistema de secrecibn de la hormona
antidiurética, arginina vasotocina, no
produce cambios en la absorcién de agua
)oero si una poliuria y una extrema pérdida
En dichas condiciones, en 11 meses el 509
e peso. En cuanto a la participacion de
las catecolaminas en la captacion de agua
se estudiaron diferentes drogas inyectadas
mas resistentes. También demostré que
subcutaneamente: se utilizaron agonistas
el tamafio de los individuos se encuentra
(Metaraminolelsoprenalina) yantagonistas
inversamente correlacionado con la tasa de

, . , ) (Fenoxybenzamina y Propanolol) de los
deshidrataciéon de los mismos (Cei 1959). .
receptores alfa y beta adrenérgicos, asi

En la década de los ochenta en nuestrgomotambién, Guanidina (antihipertensivo
laboratorio se estudié el papel del sistemadue reduce la liberacion de catecolaminas)
nervioso central en el control del balancey  Atropina  (anticolinérgico).  Los
acuoso enB. arenarum (Seguraet al. antagonistas de los receptores adrenergicos
1982, 1982b). La lesion de distintas areasy la Guanidina aumentaron la captacion de
del cerebro, asi como la anestesia, laagua,aunque en diferentes magnitudes. Los
manipulacion de los animales, el estadoagonistas de los receptores adrenérgicos
de coma reversible y la participaciéon del mostraron una disminucion de la captacion.
control B-adrenérgico fueron manipulados  Estos resultados confirmarian el control
a fin de determinar su participacién en el ~ adrenérgico de la captacion de agua. La
balance acuoso. El mismo fue estimadoinyeccion de atropina no produjo efecto
como la diferencia entre la captacion desobre la captacion de agua (Segetaal.
agua y la produccion de orina en animales1982, 1982b).
totalmente hidratados y con las vejigas

vacias, luego de haber estado expuestos . .
nuestro laboratorio analizaron el efecto

de la argentina fueron realizados por Cei
(1959) vy registraron la pérdida de agua
y la variacibn de peso en condiciones
rigurosas de alimentacion, temperatura
(entre 23 y 26°C) y humedad (disminuida
artificialmente mediante cloruro de calcio).

de los animales que sobrevivieron fueron
de la provincia de Mendoza, siendo los

Otros estudios desarrollados también en



Introduccion General

de la deshidratacion (rango de 0% a 40%)OBJETIVOS
sobre el comportamiento de rehidrataciéon

: . Durante la realizacion | r nt

de los animales. En este caso se observo urante la realizacion de la presente
. ., tesi nj ron | r It revi

que a mayor deshidratacion mayor es el esis se conjugaron los resultados previos,

tiempo de permanencia en el agua, rnayorobtenidos en nuestro laboratorio, referidos a
la regulacién delintercambio ibnico y acuoso
y los estudios de aprendizaje instrumental,
con el fin de obtener diferentes reforzadores,

mediante la manipulacion delos mecanismos

es el peso final luego de 24 hs en agua, asi
como también mayor es la velocidad con la
cualrecorren un laberinto recto (Schmajuk

y Segura 1982). La permeabilidad de la’ _ T _
piel de los sapos durante la rehiolrataciénmvolucrados en el intercambio hidrosalino,

correlaciona positivamente con el grado gedue puedan ser utilizados en futuros estudios

. . . rendizaje instrumental en el
deshidratacion que presentan los anlmalescIe aprendizaje instrumental en el sapo
munRhinella arenarum
(Reboredaet al 1991). Estos resultados comd clla arenard
mostraron que la deshidratacion g ohjetivos especificos de esta tesis son:
modificaria no sélo parametros

comportamentales sino también fisiol6gicos Ampliar el estudio de los parametros
relacionados con la absorcién de agua aasociadosaIadiscriminacién de losrefuerzos

través de la piel eBufo arenarum. utilizados en el aprendizaje instrumental en

R.arenarum
Reboreda y colaboradores (1987)
estudiaron el efecto de la variacion Estudiar los mecanismos fisiologicos

sorpresiva de la osmolaridad de las Involucrados en la variacibn de peso
soluciones externas sobre la captacién y |ad€ @animales de diferentes grados de
permeabilidad alaguadeIapieIdeanimalesdeShidrataCién expuestos a soluciones de
hidratados (con sus vejigas vacias) intactoglistinta osmolaridad.

o hipofisectomizados. El cambio en las Estudiar la permeabilidad al agua de la

condiciones externas (agua deionizada porpiel de los sapos en diferentes grados de
unasolucioén dellSmMdeClorurodeSOdio)deshidratacién y expuestos a soluciones

no produjo efectos sobre la captacion de
agua en intactos o hipofisectomizados. Si
a la solucién 115 mM de cloruro de sodio

isosmoéticas (115 mM NacCl) y levemente
hiperosmaticas (300 mM de NacCl) con el

plasma de animales totalmente hidratados.
se le adicionaba clorhidrato de amilorida

(250 mM) se observo una disminucion de
la captacion en ambos grupos, asi como
también un incremento en el coeficiente SERIE EXPERIMENTAL 1

osmético de permeabilidad de la piel. De Estudio del comportamiento de
esta manera se demostré la participaciondiscriminacion de refuerzos

de canales de sodio sensibles a amilorida

en la regulacion de la permeabilidad de Introduccion

la piel y de la captacion de agua en sapos go antiende por
totalmente hidratados.

discriminacion a la
capacidad que poseen los organismos

10
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de detectar diferencias entre aspectosl980; reptiles: Dayet al. 2003) como
relevantes de su hébitat (O Keefe vyinvertebrados (abejas: Giurfet al. 2001,
Nadel 1978). En general, los estudios deHempel de Ibarray Giurfa 2003).
discriminacién fueron realizados con el

interés de estudiar las habilidades que o
tipo de aprendizaje para algunos taxas es

tienen los animales para diferenciar i )
escasa. Solo se hareportado un experimento
entre claves y entre lugares dentro de su

. , de aprendizaje de discriminacion de claves
ambiente. Ademas, se han desarrollado P ]

internas (derecha e izquierda) usando

Sin embargo, la informacién sobre este

con el fin de estudiar los limites del sistema ) ) .
. . _._un laberinto en Y en anfibios, realizado
perceptual/sensorial y del aprendizaje , ,
. ._en nuestro laboratorio por Schmajuk
basado en la habilidad de formar categorias laborad 1980). E .
) colaboradores . Encontrar un
(Ikeno 2004; Hempel de Ibarra y Giurfa yf a d ( H ) o i iord
. . refuerzo a la derecha o a la izquierda no
2003; Zayan y Vauclair 1998; O Keefe y " , e N a b
Nadel 1978). Los animales utilizan una S0lo proporciona -informacion Sobre sus

. . capacidades de discriminacién de posicion,
amplia variedad de claves a fin de resolver _ P - _ P
. : sino también sobre las capacidades para
las diferentes tareas que deben realizar en

. . distinguir la presencia o ausencia del
su ambiente (Rodrigues al. 1994). g P
reforzador que se le provee. Cabe aclarar que

En un procedimiento de aprendizaje existen para este grupotaxondmico estudios
instrumental, la discriminacion ocurre previos de discriminacién usando otro
cuando un estimulo condicionado (clave) esmétodo de entrenamiento (caja de salto o
reforzado y otro cercano no lo es. Aunqueescape, tanque con gradientes de intensidad
inicialmente el segundo estimulo producede descargas eléctricas), utilizando en su
una respuesta ésta se extingue por nanayoria refuerzos aversivos (Muzio 1999;
ser reforzada, mientras que la respuestaVilliams 1967).
condicionada del estimulo reforzado . L
. , : Experimento 1: Discriminacion
continuamente se mantiene en el tiempo. . .
de posicion utilizando un refuerzo

Discriminacion, por lo tanto, es considerada -
apetitivo

comoelresultadode combinarlaadquisicion
y la extincion de diferentes respuestas ante En el primer experimento se estudié el
estimulos o claves (Mackintosh 1974). Secomportamiento de discriminacién de
puede distinguir entre claves externas alposicion utilizando agua deionizada como
animal (como forma, color, olor o tacto) e reforzador, ampliando el trabajo previo
internas, generadas por los mismos sujetogle Schmajuk y colaboradores (1980).
(comoizquierda-derecha) (Dayal.2003).  Los cambios méas significativos en el

Se han realizado estudios de discriminacionprocedimiento fueron: la determinacion
con claves internas y externas, siguiendo unde peso mediante el vaciado de las vejigas
procedimiento de aprendizaje instrumental(Ruibal 1962), la ampliacién del intervalo
en un laberinto en Y, en un amplio rango de permanencia en el compartimento
de taxas, tanto vertebrados (ratas: O Keefemeta, la incorporacién de un grupo control
y Nadel 1978; anfibios: Schmajuk et al. reforzado azarosamente y el registro de la

11
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variacion de peso que experimentaron los c. Respuesta de defensa “kicking™ el
animales durante el periodo de adquisicién.animal da una patada al estimularse los

. ) flancos.
Materiales y Métodos

_ - 7. Marcha a saltos: observar que la marcha
Sujetos: Se utilizaron 12 sapos machos

adultos de la especRkhinella arenarumde
la Provincia de Buenos Aires. 8. Reflejode esfinteres: observarliberacion
de orina durante la manipulacion.

del animal sea sin tropiezos.

Seleccion de los sujetodrras su arribo
al laboratorio se realiz6 una seleccién de 9. Canto: verificar su existencia al tomar al
los animales experimentales mediante laanimal por sus flancos.
aplicaciéon de un examen general de aptitud

. 10. Morfologia: observar la presencia de
que consta de los siguientes puntos:

simetria general.

1. Pupilas: comprobar la simetria y o )
Procedimiento previo generaDurante 2

semanas, previo al inicio del experimento,

2. Reflejo vestibulo-ocular: constatar la los animales fueron habituados a las

tendenciadelglobo ocular a permanecer en lacondiciones del laboratorio. Se los alimento

misma posicion relativa ante un movimiento con alimento balanceado para animales
de la cabeza en el sentido infergrperior. insectivoros (Cedé) y larvas degophobas

) , . morio vivas. Durante la primer semana se
3. Reflejo vestibulo-cefalico: observar la ] : :
la agregd a la comida un desparasitante

tendencia de la cabeza a permanecer en I?Mebutar Compuesto, Lab. Andrémaco

misma posicion relativa ante un movimiento o . .
I_O _ ) _ Y% comprimido/200gr de alimento, dosis
en sentido inferiosuperior.

Gnica) y un antibiético (Baytril 50mg, Lab.
4. Abrazo sexual: constatar su existencia yBayer, 1 comprimido/200gr de alimento,
su liberacion. 1 dosis diaria en 7 dias continuados) de

_ ~acuerdo a un protocolo adecuado a la
5. Endereza.mlentfj. observar que elammalespecie (Dr. Troyano, J.C.. comunicacion
se endereza inmediatamente al ser C0|00ad%ersonal).

en posicion cubitalorsal.

reactividad a la luz.

_ o Dispositivo experimental: Se utilizé
6. Constatar la presencia de las S|gmente§1n laberinto en Y de Plexiglas con piso

respuestas de defensa: verde, paredes negras y tapas superiores
a. Respuesta de defensa cataténicalransparentes. Cada brazo de 40 cm de

inmovilidad de animal al oprimir el esternén. longitud x 12 cm de ancho x 20 cm de
alto. ElI punto de decision triangular
b. Respuesta de defensa cefalico “unken”gepara los brazos 120 grados entre

el animal empuja hacia adelante al poner ung|os. EJ compartimento de partida y los

elemento en contacto con la trompa. compartimentos meta estaban delimitados
por una puerta guillotina accionada por

12
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el experimentador. Solo en uno de losdivididos en dos grupos, no registrando-
compartimentos meta se encontraba unse diferencias entre los PSs de los mismos
recipiente (pileta) lleno de agua deionizada(F(LlO): 0.004, p=0.94) Los grupos fueron
gue funcionaba como reforzador, en el otrolos siguientes:

compartimento la pileta poseia agua, pero
fuera del alcance del animal (una rejilla
evitaba en contacto delanimal con el liquido
dentro del contenedor). Este procedimiento
posee la finalidad de evitar que los animales

se guien hacia la pileta correcta utilizando
un gradiente de humedad. El laberinto
se encuentra iluminado uniformemente
mediante luces de 15 W ubicadas en el
centro de cada brazo y en el punto de
decision. Durante el entrenamiento el Control (n=6): los animales de este
cuarto se encontraba con las luces generalegncontraban la pileta reforzada en el brazo
apagadas y el experimentador posicionadode la derecha o de la izquierda, de manera
en el centro del compartimento de salidapseudoazarosa (no mas de dos veces en el
registrando los movimientos del animal mismo lado)

a través de un espejo ubicado al frente. El

cuarto experimental poseiatemperatura (23 Los .anlmales de ambos gr_upos tuvieron
+ 3°C) y humedad (50% + 5%) constante 2 sesiones de pre-entrenamiento (1 ensayo

y se encontraba aislado aCljstiCamentecadasesmn)y12seS|onesdeentrenam|ento

mediante un parlante conectado a un(adquisicién). Los animales comenzaron

0 .
generador de ruido blanco (frecuenciasIOS ensayos al 80 % de su peso estandar.
entre 20-30.000H2) Esto se logr6 mediante un proceso de

deshidratacion diario en jaulas, a fin de

Determinacion de Peso estandaEl  aumentar la motivacién de los individuos
dia previo a comenzar con el experimentoen |la bisqueda de agua. Este protocolo de
se determind el peso estandar (PS) de logjeshidratacion es usualmente utilizado en
animales. Se define Peso Estandade un  anfibios y ha demostrado ser no demasiado
animal como el peso del mismo cuando seestresante, e incluso motivante (Brattstrom
halla hidratadoad libitum pero con sus 1990). Antes y después de cada sesion se
vejigas vacias (Rubial 1962). registré el peso del animal, calculandose asi
la variacién de peso. Los entrenamientos
se realizaron de manera diaria entre las
13:00 y las 19:00hs. Los animales fueron
mantenidos en contenedores plasticos
individuales durante todo el periodo

Procedimiento experimentalos 12 ani- experimental.

males seleccionados previamente fueron

Experimental (n=6): los animales
encontraban la pileta reforzada al final del
pasillo de la derecha o alaizquierda. A fin de
evitar la tendencia natural de los animales
por girar hacia un lado, luego del pre-
entrenamiento se asignaba el lado contrario
de la tendencia. Seguir una estrategia de
giro fija era necesario para resolver con
éxito la consigna.

Para el registro se utiliz6 una balanza
digital Moretti Moretti NJW-1500 (rango
0-1500g.; precision 0.05 g.) y los valores
variaronentre 83 y 129 g de PS.

13
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Pre-entrenamiento: Todos los sujetos el Tiempo de Recorrido (hasta que se
fueron sometidos a dos dias de pre-subia a una pileta o un tiempo méaximo
entrenamiento con el fin de habituarlos a de 2 minutos) y el Tipo de Respuesta
las condiciones experimentales. Durante lag(Correcta: si accedi6 a la pileta
sesiones de pre-entrenamiento los animaleseforzada, Incorrecta: no accedi6 a la
podian desplazarse libremente dentro delpileta reforzada). Una vez que accedia a
dispositivo experimental. La duracion de alguna de las piletas se cerraba la puerta
cada sesion de pre-entrenamiento fue de 1Quillotina de ese compartimento y se
minutos. le daba entonces al animal un tiempo

) » i de 2 minutos de acceso a la pileta,
1. Primera sesion: Se colocé una

o ) concluyéndose el ensayo. El intervalo
gota de agua deionizada a la salida del .
) ] entre ensayos fue de 2 minutos (donde
compartimento de partida, otra en el punto : .
o el animal permanecia en su contenedor
de decision y otra antes de cada una de las_ . . L .
. Individual). Una vez finalizada la sesion
piletas. : .
(3 ensayos) el animal era retirado del
2. Segunda sesion: se colocaron gotas déaberinto, pesado y devuelto finalmente
agua en el punto de decision y antes de cad& SuU recipiente hasta el dia siguiente.

ileta. .
P En caso de ensayo errdoneo, luego del

Al finalizar los 10 minutos, si el animal no ensayonoreforzadoseprocediaarealizar
habia accedido a ninguna pileta, se lo subi¢un ensayo forzado. En este ensayo
a la mas cercana y se lo dejo alli 5 minutos.forzado se anula el brazo incorrecto con
Durante estas sesiones se observd [do cual el animal s6lo puede ir hacia la
tendencia de giro natural del animal, la cualpileta reforzada, donde permanecia 2
fue contrapuesta durante el entrenamientgminutos.

(colocando al sujeto en el grupo de giro

_ El piso del laberinto fue limpiado con un
contrario).

trapo humedo luego de cada ensayo, al igual
Entrenamiento: Al dia siguiente del que las paredes. Este es un procedimiento

Gltimo pre-entrenamiento se inici6 la fase utilizado generalmente para eliminar el uso

de entrenamiento diario que consto de 12de claves de olor para la orientacion (Adler,

sesiones de 3 ensayos cada una. Cada ensa}880).

se iniciaba pesando al animal y colocandolo

suavemente en el compartimento de L L.
P este criterio fue de un minimo del 75%

partida con la puerta guillotina cerrada. .
) de respuestas correctas en 3 sesiones
Luego de 30 segundos se abria la puerta .
s ) consecutivas (7 de 9 ensayos correctos).
guillotina. Cuando el animal abandonaba

Seestablecioun Criteriode Aprendizaje:

el compartimento de salida se contabilizaba Analisis de las variablestas variables

la latencia de partida (tiempo maximo de 3dependientes que se registraron durante
minutos). Se observaba el comportamientolos ensayos fueron:

del animal en el laberinto y se registraba

14
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1. Latencia de partida: tiempo que una medida relativa de la variacién
tardaelanimalen salirconsuscuatro de peso, o sea, de la captacion de
miembros del compartimento de agua por parte del animal.
salida.

Estadistica:Las dos variables dependien-

. Tiempo de recorrido: tiempo tes porcentaje de respuestas correctas por
gque tarda el animal desde que salesesion y variaciéon del peso por sesion es-
del compartimento de partida hasta tuvieron sujetas a un analisis de varianza
gue ingresa a alguno de los dos (ANOVA) con medidas repetidas, seguido
compartimentos meta. de una comparaciéon de a pares utilizando el
test LSD (Least Significant Difference). En

. Tipo de respuesta correcta .
todos los casos para estas comparaciones, la

(elecciébn del compartimento con
pileta reforzada) o incorrecta
(elecciébn del compartimento con
pileta sin refuerzo). Esta variable Resultados

se expres6 como % de Respuestas

correctas por sesién. Los animales del grupo que poseian

el refuerzo en la posicion fija (derecha

. Peso pre y post sesion: peso del g izquierda) alcanzaron el criterio

animal al iniciar Yy al finalizar cada de aprendizaje |uego de 12 dias de
sesion. Con estos datos se obtuvoentrenamiento. ElI  analisis

significancia fue evaluada estableciendo el
valor de alfa en el nivel 0.05.

mostro
la variacion absoluta de peso (pesodiferencias entre los grupos dEF13.4

post sesion - peso pre sesion). Estap<p,05), aunque no se encontraron a lo
diferenciade pes,o fue luego diyidida largo de las sesiones (F, =132 p=0.22)
por el peso estandar del animal yy no hubo interaccién entre los factores
multiplicada por 100. Esto brinda (F =1.65 p=0.09). Los individuos del

(11,110)

125 + -+ Experimental (n=6)
—& Control (n=0) *

50

N
31

Respuestas correctas (%)

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Sesion

Fig. 1: Porcentaje de respuestas correctas por sesiéon. La linea puntada sefiala
el criterio de aprendizaje. La estrella indica diferencias significativas entre
los grupos en las sesiones indicadas y las barras el error estandar.
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grupo experimental en las dultimas tres F(2’20)20,34 p>0,05y sesiones 10-1%2'2%;

sesiones de entrenamiento presentaron uri,98 p>0,05) ni la existencia de interaccion
mayor porcentaje de respuestas correctagsesiones 1-3,(520):1,38 p>0,05y sesiones

gque los del grupo control (1',:10):12-25 10-12, F, ,,~ 1,43 p>0,05).

p<0,05). Contrariamente a las primeras

tres sesiones que no se hallaron diferencias , )
entre 10s grupos Qflo):0,0ZS 0>0.,05). entre los grupos en el tiempo de recorrido

. . romedio (datos no mostrados) a lo largo
Durante estos dos periodos de tres sesmne% ( ) g

. . . de las sesiones &EO: 0.92, p>0.05), pero
no se encontraron diferencias de porcentaje IR » ]

si se encontré una disminucién del mismo
de respuestas correctas durante Ilas

: . . en eltiempo =1,38, p<0,05), en tanto
sesiones (primeras tres sesiongs f=0,52 h pb (!:1_1'1;") .'p ) )I et
e ’ ue no hubo interaccion entre los factores
p>0,05, ultimas tres (520)20.58 p>0,05) .

. . . ., . F =0,26, p>0.05).
ni se encontro interaccion (prlmeras( (11,110) P )

tres sesiones F,=1,19 p>0,05 y Gltimas  En cuanto a la variacion de peso se
tres F,,,=0,08 p>0,05). Los datos se encontré una mayor captacién en el grupo

muestran en la Figura 1 donde se presentaxperimental con respecto al control
el % de respuestas correctas por sesiéon de

entrenamiento para cada
grupo. Cada punto en el > 1 _o-Experimental (n=6) *
grafico es el promedio de ~-Control (n=6)

los datos recolectados pare
todos los animales del grupo
correspondiente.

Tampoco se observaron diferencias

La latencia de partida
(datos no mostrados) no

Variacion de peso (g/100g)

manifesto diferencias entre 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
los  grupos  (F,73.44 Sesion
p=0.09), pero si a lo largo

Fig.2: Variacion de peso de los animales durante la sesién. Los puntos
de las sesiones &l1:,110): 2.57 indican el promedio delavariacién de peso de los individuos del grupo
p<0.0 5) . Tampoco hubo correspondiente. La estrella indica diferencias significativas entre
. ., los grupos en las sesiones indicadas y las barras el error estandar.
interaccion entre los factores
(Fum=112 p=0.37). En

las dltimas tres sesiones de adquisicion, la

: : = 12.43, p>0.05), asi como también
latencia de partida fue menor en el grupo® *10 P )

diferencias en el tiempo &5110)23,94,
p<0,05). No hubo interaccion entre los

éactores (F....=0,76, p>0.05) (Figura 2).

(11,110)

experimental que en el grupo control
(F,.,=5.07 p<0.05). En contraste, en las

(1,10)
primeras tres sesiones esta diferencia no fu

observada (f,,=0,72 p>0.05). En dichos En este caso se considerd la captacion

periodos de sesiones no se observaromjurante toda la sesién, sin tener en cuenta
diferencias entre las sesiones (sesiones 1-33 cantidad de ensayos reforzados.
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primera sesién con respecto a la dltima

5. -O-Expetimental (n=6)
. -#-Control (n=6) sesion entre los grupos. El analisis mostré
%% 7 que no hay diferencia entre la primera
?‘g; 3 sesion y la dltima (£,,= 0.03 p>0.05), ni
§§ 5 | entre los grupos para esas dos condiciones
£7 (Fp7~ 0.58 p>0.05), asi como tampoco
gg o interaccion entre los factores (F= 0.93

5 0+— - p>0.05) (Figura 4).

01 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12

Sesitn Discusion

Fig.3: Variacion de peso de los animales durante

la sesion relativizado a la cantidad de ensayos Los resultados mostraronn que los

reforzados durante la misma. Los puntos indican sapos parcialmente deshidratados pueden

el promedio de la variacién de peso de los p

N . aprender a encontrar agua cuando ésta se

individuos del grupo correspondiente y las barras

el error estandar. encuentra en una posicion fija con respecto

a su ubicacion (derecha o izquierda). La

adquisicion de dicho comportamiento

. _ requirio de 12 sesiones de tres ensayos por

de los animales durante la sesion s'egundia_ El tiempo de adquisicion encontrado

el numero de ensayos.reforzgdos (F'gurapreviamente por Schmajuk y colaboradores

3) no se encontraron diferencias entre los(1980) fue de 8 sesiones. Las diferencias

grupos a lo largo de las sesiones, (= aqen ser atribuidas a una mayor cantidad
> i ' L, -

0,005, p>0.05). P.or lo tanto, las d|fere.n0|asde refuerzosporsesion (5ensayosporsesion)

mostradas en la Figura 2 podrian expllcarsey/0 a una mayor captacion por ensayo de los

por diferencias en la cantidad de ensayos, i ales (promedio de 1,5 gr por ensayo de

reforzados por sesion. agua vs. 1gr por ensayo). Un tiempo mayor

Finalmente. se realizdé un analisis de sesiones fueron requeridas para que los

variacion de peso relativizada a la cantidagSapos realizaran dicha discriminacion de

de ensayos reforzados registrada en lgflaves de posicion en un laberinto en cruz
con un arreglo espacial en T (Danetial

2 4 0 Experimental (n=0) 2011). En este caso, la cantidad de ensayos
m Control (n=0) . .

y tiempo de reforzamiento fueron los
mismos, pero en ese laberinto los animales
debian recorrer el doble de la distancia para
acceder alrefuerzo (80 cm de cada brazo), lo
cual podria ser el motivo del mayor tiempo
de adquisicion.

Cuando se relativiza la variacion de peso

[N
_ n
I I

o
w
I

Vatiacion de peso (g/100g)
/cantidad de ensayos reforzados

=]

1 12
Sesi6n Con respecto a la latencia de partida y

Fig.4: .Varlacwn fie peso de los animales durante al tiempo de recorrido, se observd que
la sesion relativizado a la cantidad de ensayos ) i
reforzados por grupo durante la sesién 1y 12. Las los animales del grupo Experimental,
barras indican el error estandar. coincidentemente con el alcance del criterio
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de aprendizaje, salen mas rapido del Como se menciond anteriormente, se
compartimento de salida pero recorren elrealizaron estudios previos en los cuales
laberintoen elmismotiempoquelosanimalesse varié la calidad del refuerzo mediante

del grupo Control. Con lo cudl la latencia de el cambio en la concentracion de cloruro

partida seria un buen indicador del procesode sodio (NaCl) de la solucién usada

de aprendizaje, al contrario del tiempo decomo reforzador. En dichos experimentos
recorrido. Estos resultados indicarian quelos animales eran testeados en una caja
en un aprendizaje instrumental, en dondede salto, un grupo recibia una solucion

los animales tienen que tomar una decisionde agua deionizada y luego se cambiaba
para obtener un refuerzo, el tiempo ena una solucion de osmolaridad mayor

gue recorren el laberinto no es un buen(hipertdnica), mientras que el otro grupo

indicador de aprendizaje (Daneri 2010, recibia una solucion de osmolaridad mayor
Brattstrom 1990), al contrario de lo que desde el comienzo. También se utilizaron

sucede en un aprendizaje instrumental en ursoluciones de diferentes salinidades en
corredor recto. Esto se deberia a que una veexperimentos de reforzamiento parcial

tomada la decisién de girar a la izquierda oen los cuales el 50% de las veces eran
la derecha no hay posibilidad de correcciéon,reforzados con agua y el otro 50% de las
por lo cual la ejecucion de la respuesta debeveces con una solucion de NaCl 300mM

ser verificada convenientemente (tomando o 800mM. EIl resultado méas destacado
asi mas tiempo su procesamiento). Estaes que la exposicién a una soluciéon salina
situacion no se presenta en una respuesta daltamente hiperténica (800mM de NacCl)

corredor recto, donde el sujeto no debe optaren 50% de los ensayos de adquisicidon
por vias alternativas de eleccién, teniendoinhibié completamente el comportamiento

simplemente que acercarse a la meta a travéde recorrer el corredor recto (Muza al

del corredor para obtener el refuerzo. 2011).

El grupo Experimental tuvo mayor El siguiente experimento tiene como
captacion de agua que el grupo Control,objetivo estudiar el cambio en el
pero dicha diferencia en la variacion de pesocomportamiento de animales que son
desaparece cuando se relativiza a la cantidaéxpuestos a soluciones de diferentes
de ensayos reforzados. A diferencia de otrosconcentraciones de NaCl desde el comienzo
experimentos de aprendizaje instrumentaldel entrenamiento y en todos los ensayos.
(Muzio et al 1992), no se encontré una Para este experimento se utilizd un
tendencia al aumento de la captacion decorredor recto, que es un laberinto mas
agua a medida que transcurrian los ensayossencillo comparado con el laberinto en
Y, en el cual los animales no tienen que
decidir entre un brazo u el otro para recibir
el refuerzo, facilitando asi la adquisicion
del aprendizaje. Los sapos se entrenaron
en tres situaciones diferentes: reforzados
apetitivamente con agua deionizada (ganan

Experimento 2: Estudio de
discriminacion utilizando como
estimulo diferentes soluciones
salinas
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peso), reforzados en una solucion neutra dé&Experimento 1. Los valores variaron entre
300mM NaCl (no ganan ni pierden peso),97,6 gy 141,7 g.
y reforzados en un solucion aversiva de

800mM NaCl (pierden peso). Procedimiento experimentalos 18 ani-

males seleccionados previamente fueron di-
Materiales y Métodos vididos en tres grupos, seis en cada uno re-
gistrandose diferencias entre los PSs de los
mismos ('(:1,12) = 1,94, p>0.05). Los grupos
fueron los siguientes:

Sujetos: Se utilizaron 18 sapos machos
adultos de la especiR. arenarumde la
Provincia de Buenos Aires.

Grupo Agua Deionizada (AD): los
animales encuentran agua deionizada en el
compartimento meta. (n=6)

Seleccion de los sujetos y procedimiento
previo general: Se realiz6 el mismo
procedimiento que en el Experimento 1.

Grupo 300: los animales encuentran
una solucion de 300 mM de NaCl en el
compartimento meta. (n=6)

Dispositivo experimentalSe utilizé un
corredor recto de Plexiglas negro de 100 cm
de largo, 12 cm de ancho y 20 cm de alto,
posee una tapa transparente que provee Grupo 800: los animales encuentran
aislacion acustica y permite la visualizacion una solucion de 800 mM de NaCl en el
de losindividuos que es realizada a través deompartimento meta. (n=6)
un espejo rectangular colocado por encima

. . Los animales de todos los grupos
del corredor en un angulo conveniente. El

. L e . tuvieron 3 sesiones de pre-entrenamiento
laberinto esta dividido en un compartimento _ _
de 10 minutos cada uno y 18 sesiones de

de partida (20 cm de largo), un corredor ) -
. entrenamiento. Cada sesion consta de 1
(60 cm de largo) y un compartimento meta

(20 cm de largo). Dos puestas guillotinas
controlan la entrada al corredor desde el
compartimento de partida, y la entrada al

ensayo diario. Los animales comenzaron
los ensayos al 80 % de su peso estandar
deshidratados usando el mismo protocolo

. ue el Experimento 1. Antes después
compartimento meta desde el corredor. P N o y P
de cada sesion se registro el peso del

En el compartimento meta se encuentra ] ) o
_ L animal, calculandose asi la variacion de
un recipiente plastico de 13 cm de largo x ) i
peso. Los entrenamientos se realizaron
10 cm de ancho y 3 cm de alto, en el cual o
de manera diaria entre las 13:00 y las

son colocadas las soluciones utilizadas en ) _

: 19:00hs. Los animales fueron mantenidos
el experimento. En cada una de las tres o o
. en contenedores plasticos individuales
secciones hay una luz blanca de 15 W que

: o , durante todo el periodo experimental.
provee una iluminacion uniforme durante

todo el recorrido. Pre-entrenamiento Todos los sujetos
fueron sometidos a tres dias de pre-

Determinacion de Peso estanddl dia i )
. . entrenamiento con el fin de habituarlos a
previo a comenzar con el experimento se

o . las condiciones experimentales. Durante las
determino el peso estandar (PS) de los P ) )
. e . sesiones de pre-entrenamiento los animales
animales y se utilizé la misma balanza del
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podian desplazarse libremente dentro delaberinto, pesado y devuelto finalmente a su
dispositivo experimental. La duracién de recipiente hasta el dia siguiente. En caso de
cada sesion de pre-entrenamiento fue de 1@ue el animal no llegara al compartimento
minutos. meta dentro de los 2 minutos, el animal

. » i era llevado cuidadosamente hasta la pileta

1. Primera sesion: Se colocé una . :
o ] donde permanecia 2 minutos.

gota de agua deionizada a la salida del
compartimento de partida, otra en la mitad En el compartimento de llegada, una
del corredor y la ultima frente a la pileta en vez que el animal entraba con sus cuatro
el compartimento meta. patas y se cerraba la puerta guillotina, se

» registraban los movimientos de los mismos
2. Segunda sesion: se colocaron gotas de . . . -
) o mediante una cAmara de video digital Sony
agua en la mitad del corredor y la ultima

_ _ Handycam DCR-SR47. Nota: Durante el
frente a la pileta en el compartimento meta. .
desarrollo de este experimento, luego de la
3. Tercera sesion: se colocaron gotas desesion 11, sufrimos el hurto de la camara de

aguaalfrente ala pileta en el compartimentovideoen ellaboratorio. Dadoque larespuesta
meta. en el tiempo de recorrido al momento de la

sesion 11 mostraba una buena adquisicion,
decidimos incluir entonces todas las

habia accedido a la pileta, se lo subit a Ia\/ariables videoregistradas hasta esa sesion.
misma dejandolos durante 2 minutos.

Al finalizar los 10 minutos, si el animal no

El piso del laberinto fue limpiado con un
trapo humedo luego de cada ensayo, al igual

altimo pre-en_trenam_ler.\to se inicio la fase que las paredes. Este es un procedimiento
de entrenamiento diario que consto de 18, 5,546 generalmente para eliminar el uso

ses.lo_n(.as de 1 ensayos .dIaI‘IO. Cada €NSa¥§e claves de olor para la orientacion (Adler,
se inicié6 pesando al animal y colocandolo 1980)

suavemente en elcompartimento de partida
con la puerta guillotina cerrada. Luego de Analisis de las variablesLas variables
30 segundos se abria la misma. Cuanddlependientes que se registraron durante los
el animal abandonaba el compartimentoensayos fueron:
de salida se contabilizaba la latencia de . . ,

] _ o ) 1. Latencia de Partida: tiempo que
partida (tiempo maximo de 5 minutos). Se : .

_ _ tarda el animal en salir con sus cuatro
observaba el comportamiento del animal . . .
_ ) i miembros del compartimento de salida.

en el laberinto y se registraba el Tiempo de
Recorrido (hasta que se subia a una piletao 2. Tiempo de recorrido: tiempo
un tiempo maximo de 2 minutos). Una vez que tarda el animal desde que sale del
gue accedia a la pileta se cerraba la puertaompartimento de partida hasta que ingresa
guillotina y elanimal permanecia 2 minutos a alguno de los dos compartimentos meta.
en el compartimento meta (tiempo de

reforzamiento), de esta manera se daba por el ) .
: . : : animal al iniciar y al finalizar cada sesion.
concluidalasesion.Elanimaleraretiradodel

Entrenamiento Al dia siguiente del

3. Peso pre y post sesion: peso del
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Con estos datos se obtuvo la variacion Para las variables desplazamiento y frota-
absoluta de peso (peso post sesidén - pesciones se transformaron a tasa de despla-
pre sesion). Esta diferencia de peso fuezamientos (cantidad de desplazamientos/
luego dividida por el peso estandar dellog,, de tiempo de permanencia en pileta)

animal y multiplicada por 100. Esto brinda y tasa de frotaciones (cantidad de frotacio-

una medida relativa de la variacion de pesones/ log, de tiempo de permanencia en pi-

0 sea, de la captacién de agua por parte ddketa) para su posterior analisis.

animal.
Resultados

Las variables que se registraron en el

compartimento de llegada fueron: Los animales del grupo AD disminuyen

el tiempo de recorrido del laberinto a lo

Tiempo de permanencia en pileta |argo de los ensayos (Figura 5). El Grupo

(seg): tiempo en el cual el animal se 300 y el grupo 800 al segundo ensayo

encontraba con sus cuatro extremidadesegistraron el tiempo maximo de recorrido
sobre la pileta. no llegando al compartimento meta. Al final

Desplazamientos: cantidad de veces del entrenamiento el grupo 300 presenta

que el animal modificala posicion del parche
pélvico dentro de la pileta mientras este se

. iq efP€rmanece sin llegar al compartimento
encuentra en el tiempo de permanencia e ) o
pileta meta. Un ANOVA de una via para la ultima

sesion mostré diferencias entre los grupos
Frotaciones:cantidad de veces durante F(2’15):8,6 p<0,05; el andalisis post hoc
el tiempo de permanencia en pileta en laindica que el grupo AD tiene un menor
que el animal realiza movimientos lateralestiempo de recorrido que el resto de los
ritmicos y estereotipados de su cinturagrupos, mientra que los grupos 300-800

pelvica extendiendo sus extremidadesno tienen diferencias. En base a esto sélo se
posteriores, conducta que permite frotaranalizaron las latencias de recorrido de los
su parche pélvico contra el sustrato de ungrupo AD y 300, mostrando que el grupo
modo facilmente apreciable. AD presenta un menor tiempo de recorrido
comparado con el grupo 300 (ANOVA de

Estadistica: Las dos variables _ _
_ _ medidas repetidas: grupo por ensayo 1-18;
dependientes porcentaje de respuestas
= 9,36, p<0,02) y un efecto a lo largo

correctas por sesién y variacion del peso por 1
., . _ L de los ensayos (5170): 3,57, p <0,001). No
sesion estuvieron sujetas a un analisis de ’

_ _ _ se encontré interaccién entre los grupos
varianza (ANOVA) con medidas repetidas,
_ y o oo 1.25, p>0.23).
seguido de una comparaciéon de a pares %70

una tendencia a disminuir el tiempo de
recorrido, mientras que el grupo 800

utilizando el test LSD (Least Significant Las tres soluciones produjeron los
Difference). En todos los casos para estasambios esperados en peso (Figura 6), los

comparaciones la significancia fue evaluada  individuos reforzados con agua deionizada
estableciendo el valor de alfa en el nivelaumentaron de peso a lo largo de los

0.05. ensayos, los reforzados con una solucion
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25 ¢

20 F

15 | -eAD (n=6)

—-300 (n=6)

-8-800 (n=6)

1,0 . . . .
0 5 10 15 20

Sesion

Log,, tiempo de recorrido (s)

Fig. 5: Promedio del Log,, del tiempo de recorrido de los individuos de
cada grupo a través de las sesiones. Las barras inidcan el error estandar.

300 mM NaCl (levemente hipertdénica) Si se analiza el comportamiento de los
tuvieron poco o ningun cambio (es decir, individuos en el compartimento meta
puede considerarse en estas condicionepara el primer ensayo se encontré que los
motivacionalmente neutra), Yy los animales del grupo AD son los que pasan
reforzados con una solucion 800 mM mas tiempo en la pileta (lgg (tiempo
NaCl, altamente hipertdnica, tuvieron de recorrido)= 2,46 seg), seguido por el
una ligera deshidratacion. El analisis degrupo 300 (log (tiempo de recorrido)=
ANOVA de medidas repetidas (ensayo 1,64 seg) y por ultimo el grupo 800 lpg
1-18) mostro una interaccion significativa, (tiempo de recorrido)= 1,04 seg). Un
Fiss 2559 = 1,80, p<0,01, asi como efectos ANOVAde una via para este tiempo mostro
significativos para los grupos,,F
38,64, p<0,001, y los

5 =  diferencias significativas entre el grupo

ensayos, [, = 2,26, 201 oAD (n=06)

<0,01. — | 300 (n=0)
P 25T w800 0=)

En la dltima sesion se < 10 L

. . Lo o
observaron diferencias 3
entre los grupos & 05 f
[P]

F15=46,18 p<0,001; "g R P ——
comparaciones post-hoc g
indican que el grupo AD § 0,5
capta mayor cantidad - 10 . . . |
de agua (LSD p<0,001), "0 5 10 15 20
seguido por el grupo Sesion

300 (LSD p<0,001) y Fig.6:Variacion de peso experimentada por los animales de cada grupo
por Gltimo el grupo 800 a través de las sesiones. Los valores positivos sehincremento en el

(LSD p<0,001).

peso y los negativos son la pérdida del mismo. Las barras indican el
error estandar.
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AD vy los otros dos pero no entre el grupo desplazamientoy comparando con la sesion
300 y 800 (I(:2’15)212,58 p<0,001;, LSD AD- 11 podemos observar un aumento en la
300 p=0,01, AD-800 p<0,001y 300-800 cantidad promedio de desplazamiento en
p>0,05). Comparando la primera s@si losgrupos 300 y800, asicomounapequefia
y la sesbn 11 (Figura 7) se observo que el disminucion en el grupo AD (Figura 8).
tiempo de permanencia en la pileta de los

grupos 300 y 800 aumentdé mientras que el

grupo AD permaneci6 igual. El andlisis de 5 & Sesion 1

ANOVA de medidas repetidas comparando 4 - OSesion 11

ambos tiempos mostr6 efecto entre los
grupos F, =18,83, p<0,001, entre el

tiempo F. 5= 24,94,p<0,001e interaccién

1,15)
entre los factores F, = 5,46, p=0.016. |
Una comparacioma posteriori muestra que AD 300 800

no hay diferencias entre el grupo AD en el o Grupo

tiempo (LSD p=0,85) pero si en el grupo
Fig. 8: Tasa de desplazamientos (cantidad de

300 (LSD p<0’001) yen el grupo 800 (LSD desplazamientos/log deltiempo de permanencia

p<0,001). en pileta) realizados por los individuos de

los diferentes grupos durante la sesion 1y 11
Los individuos del grupo AD en la del entrenamiento. Letras diferentes marcan
primera sesién presentaron un promedidjiferencias significativas entre los grupos

. . (p<0,05). Las barras indican el error estandar.
de 9,5 desplazamientos en el tiempo de

permanencia en la pileta, a diferencia _ _
. Una ANOVA de medidas repetidas para la
del grupo 300, que en promedio tuvo

sesion 1y 11 (grupos.F,. = 12,70, p<0,001;
menos de un desplazamiento, y el grupo ! y 11(gruposty, P

, tiempo E = 6,50, p<0,05; interaccién
800, en el cual el desplazamiento fue PO T 1s) P

= 4,84, p<0,05) mostrd diferencias
nulo. Transformando la variable a tasa de @ P )
significativas solo en el grupo 300 (LSD

300 sesion 1- 300 sesion 11 p<0,001). En

Tasa de desplazamientos

R ;SCS;(?“h la sesién 11 la cantidad de desplazamientos
2 a a esion L. .
”Q;‘) s 25 - E del grupo AD son estadisticamente iguales
Q.<.<U .z
EE 2. b b a las del grupo 300 (LSD AD sesién 11- 300
R=N3)
3 § 15 - c sesion 11 p=0,41).
$2
£ s Sélo los animales del grupo AD
g 0,

presentaron elcomportamientode frotacién
AD 300 800 con un promedio de 5 frotaciones en la
Grupo . ., .
P primer sesion, aumentando a un promedio
Fig.7:Log,,deltiempo de permanenciaen lapileta de 35 frotaciones en la sesién 11. Para
durante la primer sesién y la sesiéon 11. Letras . . L. . .
. . e ep realizar el analisis estadistico dicha variable
diferentes marcan diferencias significativas entre
los grupos (p<0,05). Las barras indican el error se transformd en una tasa de frotaciones,
estandar. dividiendo la cantidad de frotaciones
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por el log, del tiempo de permanencia pero luego tendieron a disminuirlos.
en pileta de los mismos (Figura 9). Un Finalmente, los animales que en el
ANOVA de medidas repetidas mostr6 compartimento de llegada encuentran
diferencias significativas para los factores: una solucién de 800 mM de NaCl no
grupos F, .=46,7,p<0,001, tiempo F.,=  vuelven a entrar en el compartimento
75,80, p<0,001; interaccién F, = 62,35, meta durante todo el entrenamiento.
p<0,001, en la comparacidoa posteriori Esto estaria indicando que los sapos
se observdé un aumento significativo entre pueden sensar la osmolaridad del medio
las sesiones de la cantidad de frotacionesexterno y actuar segun las consecuencias
en el grupo AD, mientras que el resto deque ello produzca. Resultados similares

los grupos no tuvieron cambios entre lasen cuanto a la capacidad de los anfibios

sesiones. de sensar la osmolaridad del medio
externo y cambiar su comportamiento

18 - . m Sesion 1 se ha encontrado en diferentes especies

e OSesion 11 (Bufo alvarius Nagaiet al 1999 yBufo

£ 13 . punctatus Brekkeet al 1991).

10

:8; ﬁi Si se observan las variables relacionadas

g ‘2*: ! .. a  a con el comportamiento de los animales

° 0 - o durante el tiempo de refuerzo (o sea,
2 AD (}331(;0 8O0 tiempo de permanencia en pileta y

tasa de desplazamientos en el tiempo

Fig. 9: Tasa de frotaciones (cantidad de de permanencia en pileta) se puede
frotaciones/log,, del tiempo de permanencia

en pileta) realizados por los individuos de ] ]
los diferentes grupos durante la sesion 1y 11 solucion 300mM de NaCl comienzan el

del entrenamiento. Letras diferentes marcan entrenamiento teniendo valores similares a
diferencias significativas entre los grupos

observar que los animales expuestos a una

1 1 gr ro al final del mism
(p<0,05). Las barras indican el error estandar. os de grupo 800_’ Pero a al de S_ 0
los valores se igualan con los animales
DISCUSION expuestos a AD, mostrando la adaptacion a

un ambiente en el cual no pierden ni ganan peso.
Los datos mostraron que la

concentraciéon de NaCl en la solucion En cuanto la tasa de frotaciones se
externa que es usada como reforzador€ncontré que unicamente los animales

produce un cambio en el comportamiento€Xpuestos a una solucion de AD aumentan
de los individuos desde las primeras |acantidad de frotaciones entre la sesion 1

sesiones. En el caso de los animales qué& 11, esta conducta estaria asociada a una

reciben la solucién de agua deionizada@daptacién comportamental que ayudaria
disminuyen la latencia de recorrido, los @ aumentar la captacion de agua durante
animales que reciben una solucion de€l periodo de reforzamiento.

300 mM de NaCl comenzaron teniendo

o _ _ En lineas generales los resultados de los
los maximos tiempos de recorrido

experimentos anteriores muestran que:
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Mecanismo de Membrana

1- los sapos parcialmente deshidratadosSERIE EXPERIMENTAL 2
pueden discriminar entre lugares donde se _ _
encuentran o no refuerzos apetitivos: Estudio de los mecanismos de

membrana reguladores del
2- el comportamiento de los individuos de .

aproximacion y de contacto con refuerzo intercambio i6nico
cambia dependiendo de la concentracion de Introduccién

NaCl que presente el medio, confirmando

la existencia de un componente sensorial

asociado a la captacion de agua.

Para obtener diferentes soluciones que
puedan ser utilizadas como reforzadores en
estudios comportamentales en anfibios se

3- los animales expuestos a unarequierecomprenderelefectoylainteraccion
solucion 300mM de NaCl al cominezo del entre los diferentes mecanismos fisiologicos
entrenamientomuestranuncomportamientoreguladores de la variacion de peso en los
similar al de los animales expuestos a unamismos.
solucion 8oomM pero al final del mismo los

. . El primer mecanismo regulador que se
parametros comportamentales son similares ) . '
. abordo en esta tesis es el transporte de sodio
a los del grupo AD mostrando un cambio

. L (Na" ) a través de la membrana plasmatica
comportamental sin variacion de peso. . ) .
apical de las células de la piel. Tal como se
En base a (i) los experimentos expuestos£Xpuso en la introduccion, experimentos
en este capitulo, (i) los experimentos previos en nuestro laboratorio mostraron
llevados a cabo en nuestro laboratorio enen animales hidratados que un cambio en la
los cuales se varid la osmolaridad de lasosmolaridad externa (reemplazando agua por
soluciones externas con el fin de obtener  una solucion 115 mM NaClnas la adicion
diferentes reforzadores para ser utilizadosde amilorida produce la reduccion de la
en diferentes paradigmas de aprendizajecaptacion de agua si se compara la misma
instrumental (ver introduccion) y (iii) los antesy después del cambio (Reboredal.
experimentos realizados en otras especied987).
sobre los mecanismos de transporte de L . .
) , La amilorida bloquearia o provocaria un
solutos y agua a través de la piel que

_ . . cambio conformacional de los canales de
permiten la evaluacién de las propiedades . . L
o . , . sodio sensibles a amilorida (ENaC) que se
ibnicas y osmatica de fuentes de hidratacion :
encuentran en las membranas apicales de los

en los anuros (Von Seckendorff Hoff y = . :

] .~ epitelios de alta resistencia. Estos canales se
Hillyard 1993, Maleeket al 1999, Nagai

i i han caracterizado en la piel y vejiga urinaria de
et al 1999), se comenzd con la buasqueda
de soluciones que logren una variacion en , .
, ] , , renales, colon, glandulas sudoriparas vy
el intercambio hidrosalino en los sapos , . :
, . i salivales, pulmon y papilas gustativas. La
manteniendo la misma osmolaridad L, : . :
, , . funcion delos mismos es mediar el primer paso
externa, mediante la manipulacién de los

_ _ ., dereabsorcion activa de Nadesempefian un
mecanismos involucrados en la captaciéon/ . .
o papel importante en el mantenimiento de la
pérdida de peso.

anfibios, asi como en los conductos colectores
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homeostasis de electrolitos y agua en todogontinuacion estudiaron el efecto de la
los vertebrados (Garty y Palmer 1997). amilorida sobre la variacibn de peso y
) , ) ~ permeabilidad del agua en el sapo comun a

El mecanlsmo de mtercam@o de S?dlo diferentes niveles de deshidratacion (100%,
descripto de una manera simple seria elgo% y 80%) y a diferentes osmolaridades

. . (115 MM y 300 mM de NacCl).
células a través de los canales (ENaC), que

se localizan sélo en la membrana externa Experimento 3: Efectos de la
(apical). Los iones de sodio son extruidos exposicion aguda a amilorida sobre la

siguiente. El sodio exterior entra a las

activamente hacia el espacio intersticial acaptaciéon de agua a diferentes niveles
través de la membrana interna (basolateral)de hidratacion en el sapo coman en
mediante la bomba Nd-K *-ATPasa. wuna solucion isosmética

Asimismo el potasio entrante es luego

. . : Materiales y Metodos
reciclado a través de canales selectivos

de K. Esta disposicion asimétrica de Sujetos:Se utilizaron 72 sapos machos

los transportadores permite que el *Na adultos de la especiRhinella arenarunde
sea transportado activamente a travéSa Provincia de Buenos Aires.

del epitelio, lo cual genera un potencial

transepitelial que puede ser utilizado para Seleccion de los sujetos y procedimiento

reabsorber un contraion (por ejemplo;) Cl previo general: Se realizo el mismo

0 para secretar un cation (como*Hb K*) procedimiento que en el Experimento 1.

para mantener la electroneutralidad en las pygcedimiento experimentalos 72 ani-

células. males seleccionados previamente fueron

divididos en seis grupos, 12 sujetos en cada
uno (n=12). Los grupos fueron los siguientes:

La exposicion de los anfibios a diferentes
soluciones externas, asi como también
la_deshidratacion por exposicién al aire, _1009% y 100% + Amilorida (en su peso
produce cambios fisiologicos que afectan la estandar, PS)
captacion de agua a través de la piel (Loza
Coll y Muzio, en preparacion, Spight 1967, ~90% y 90% + Amilorida (deshidratados
Schmajuk y Segura 1982). La activacion deUn 10% del PS)
mecanismos reguladores de la homeostasis _ g, y 80% + Amilorida (deshidratados
podria actuar disminuyendo o aumentandoun 20% del PS)
la accién de la amilorida. Debido a que los
protocolos comportamentales llevados El dia previo a comenzar con el
a cabo requieren la deshidratacion deéxperimento se determind el peso estandar
los individuos (a fin de motivarlos) y la (PS) de los animales. Se utiliz6 la misma
exposicion a soluciones externas conbalanza empleada en el Experimento 1. Los
diferentes osmolaridades (con el objetivo valores variaron entre 61,95 g a 170,80 g.
de reforzarlos positiva o negativamente), No registrandose diferencias entre los PSs
los experimentos que se desarrollan ade los mismos (f,,=0.31942, p=0.9).
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Cada grupo fue deshidratado hasta llegarde agua en sapos se limita a la piel ventral

al peso establecido. Se los mantuvo por alque contribuye en aproximadamente
menos 12 horas con ese peso, a fin de que 10% de la superficie total (McClanahan y
sus parametros fisiologicos se estabilizaran Baldwin, 1969). Por lo tanto, se supuso que
antes de realizar el ensayo. Al comienzotodos consumo de agua era a traves del 10%
del experimento se registro el peso inicial. de la superficie corporal.
Todos los grupos fueron colocados durante
180 minutos en un recipiente con 150 mlde:
1) NaCl 115mM (solucion isotonica con el  AJ]= (0-0)*R*T
plasma de animales hidratados al 100% de

su PS), o 1) NaCl 115mM + amilorida 0,5 donde R es la constante de los gases, T
es la temperatura absoluta (293 ° K) y O

\ O, la osmolaridad interna y externa,
respectivamente, medidas en mOsmoles.
La osmolaridad interna se obtuvo mediante
la regresion lineal Y = (-5,92) * X + 844
R?= 0,89 obtenida a partir de datos de
osmolaridad vs % de deshidratacion de
Rhinella arenanun(Dr. Reboreda, J.C. y
Dr. Petriella, comunicacion personal).

La AJ] a través de la piel se calculé como:

mM. La variacién de peso de los individuos
fue registrada cada 15 minutos durante e
periodo que durd el experimento.

Fueron excluidos del analisis los animales
gue mostraron una variacion negativa
desproporcionada de su peso (orinaron)
durante el peribdo de permanencia en el
recipiente.

A partir de los datos colectados durante o o o

. . f Estadistica: Se realizé el analisis de los
el experimento se calculé el indice de _

. L - datos mediante ANOVA de dos factores
permeabilidad osmaotica siguiendo g i o
Katchalsky y Curran (1965): y el una via con contrastes a posteriori

mediante el test LSDEn todos los casos

J, =L "AP+L *A[] para estas comparaciones la significancia

fue evaluada estableciendo el valor de alfa

Donde J es el fluyjo de agua a .
v en el nivel 0.05.

traves de la pieI;Lp es el coeficiente

de permeabilidad hidraulica ;, es el Resultados

coeficiente de permeabilidad osmética; AP

y AJ] es la presion hidraulica y osmaética La captacion de agua aumenta a medida
respectivamente a traves de la piel. gue aumenta la deshidratacion de los

) animales (Figura 10).
La AP esigual a 0, entonces:

Lpd:JW/AH A los 15 minutos de exposicién, se
encontraron diferencias entre los estados

J, fue estimado como WU/S. Donde la _ - -
de deshidratacion en la captacion de agua

variacion de peso (WU) medida en ml/hr

(o cm®/seg) y S es la superficie del cuerpo (F(2,64): 43.1p < O’_001)’ asi como tambien,
. efecto de amilorida entre los grupos

en cnt. La superficie del cuerpo se supone )
(Fues= 4.34; p=0,041). No se encontrd

gue es igual a 9 * Peso corporal (8)

(Joergensen, 1950). EI mayor intercambio " Teraceion entre los factores fF, = 0,37
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20 5 -m-100% (n=11)
18 | ~0-100% + Amilorida (n=12)
& ~a-90% (n=12)
= 169 —x-90% + Amilorida (a=12)
oh 14 4 -e-80% (n=11)
° 12 4 -0-80% + Amilorida (n=12) 5
g 10 - o S
[P] O
e 8 - .’
5 6 e -
:.—4 A A
S 4 - 4” 58
g ) /c . R s R
R
0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180

Tiempo (min)

Fig. 10: Variacion de peso (g/100g) durante la exposicion de los animales

a una solucién de 115 mM de NacCl,
representan el error estandar.

con o sin amilorida. Las barras

p= 0,69) (Figura 11). Pero si se analizan losa partir de los 60 minutos de exposicion

grupos individualmente, se encontré que(F

(121~

4,44; p=0,047).

no hay efecto de la amilorida en los grupos

100 % (F,,,,= 0,65; p=0,43) y 80% (F,,,=
0,97; p=0,33), mientras que si se encontr
efecto de amilorida en el 90% (F,,= 4,60;

p=0,043).

——Sin Amilorida
—>-Con Amilorida

Variacion de peso (g/100g)

100 90

% de Hidratacién

80

Fig. 11: Variacion de peso (g/100g) alos 15 minu-
tos para los diferentes grados de deshidratacion
en los grupos con y sin amilorida. Las barras re-
presentan el error estandar.

La disminucion de la captacién de agua
debida al amilorida en el grupo 80% +
Amilorida se encontr6 a partir de 135
minutos de exposicién (F,, = 4,84;
p=0,046)yen elgrupo 100% + Amilorida
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(0]

A los 180 minutos, no se encontrd
diferencias en la captacion entre el grupo
100% sin amilorida y el grupo 90 %
+ Amilorida (F(5164) = 31,11, p < 0,001,

comparacion mutiple LSD p=0,061); y
entre el grupo 90% sin amilorida y el grupo
80% + Amilorida (55‘64) = 31,11; p<0,001,

comparacion multiple LSD p=0,47); Entre

el resto de los grupos se encontraron

diferencias significativas en la captacion

20 —o—Sin Amilorida

B 18 | ——Con Amilorida

= 16 A

& 14 A

2 12

2 10 A

< 8

S 6

£ 4

-

S 2

0
100 90 80
% de Hidratacion
Fig. 12: Variacion de peso (g/100g) a los

180 minutos para los diferentes grados de
deshidratacion en los grupos con y sin amilorida.
Las barras representan el error estandar.
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4,00E-05 -
3,00E-05 -
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1,00E-05 -
0,00E+00 —

Permeabilidad (cm/seg*atm)

-B-100% (n=11)
——100% + Amilorida (n=12)
-4-90% (n=12)
—=-90% + Amilorida (n=12)
-0-80% (n=11)
-0-80% + Amilorida (n=12)

15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180

Tiempo (min)

Fig. 13: Permeabilidad de la piel de los sapos a través del tiempo

cuando son expuestos a una solucién 115 mM de NaCl con y sin

amilorida. Las barras indican el error estandar.

entre los grupos. Estos datos mostraron

que el efecto de la amilorida disminuye  %00E05 -
. E  800E-05 -
la captacion de agua que se produce a £ T 00E.05
. ., . op  HYVETYY
aumentar la deshidratacion de los animales & ¢0og-05
(Figura 12). § 500605
2 40005 -
La permeabilidad decrecié a lo largo del F 300E-05
. §  200E-05 -
tiempo en todos los grupos expuestos a un¢ & L O0E05
., . ) 5 B )
solucion de 115 mM de NaCl (80% tiempo % (g0

15 (T15)= 4,65 x 10 a tiempo 180 (T180) =
2,26 x 10° R*=0,89; 90% T15= 4,99 x 10

a (T180) = 3,99 x 10 R?=0,73; 100% T15=
6,19 x 10°a (T180) = 3,24 x 10 R>=0,59).

Mecanismo de Membrana

sapos. Si este mismo andlisis
se realiza a los 30 minutos se
observa que la exposicién de
los sapos a amilorida dismindy
la permeabilidad (f,, = 4.3;
p < 0,05), mientras que no
hubo diferencias a comparando
los  distintos niveles de
deshidratacion (£, = 13;
p=0,27), niinteraccién entre los
factores (I(:2'64): 0,67; p=0,51).
Estos resultados se mantienen
hasta los 180 minutos de

exposicion (Figura 14).

-#-Sin Amilorida
-0-Con Amilorida

100 90 80
% de Hidratacion

Fig. 14: Permeabilidad de la piel de los sapos a
los 30 minutos de exposiciéon a una solucién 115
mM de NaCl con y sin amilorida. Las barras indi-

Para los grupos que estuvieron expuestosan elerror estandar.
a amilorida se encontré que el grupo 100%
(T15= 5,13 x 1@ a (T180) = 1,91 x 18
R?=0,78) y el grupo 80% (T15= 3,99 x10

a (T180) = 1,87 x 106 R?=0,93) decrecen
mientras que el grupo 90% (T15= 3,56 X10
a (T180) = 2,25 x 19 R?=0,14) se mantiene
estable en el tiempo (Figura 13).

Experimento 4: Efectos de la
exposicion aguda a amilorida sobre la
captacion de agua a diferentes niveles
de hidratacion del sapo comin en una

solucion levemente hiperosmotica

Un ANOVA de dos factores mostro

gue a los 15 minutos no hubo efecto de
la deshidratacion QEM) = 1,95; p=0,15),
= 2,7; p=0,10)

ni de la amilorida (E’

sobre la permeabilidad de la piel de los
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Sujetos:Se utilizaron 72 sapos machos
adultos de la especkehinella arenarunde
la Provincia de Buenos Aires.
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Seleccion de los sujetos

o _ Tiempo (min)
y procedimiento previo 0

15 30 45 60 75 90 105120135150165180

general: Se realizé el o 100 I R R B R
mismo procedimiento que =
. < 0,00
en el Experimento 1. )
o -1,00 -
Procedimiento  experi- g, 500
mental Los 72 animales 'g It
seleccionados previamen- 2 -3,00 -
A i« .S -&-100% (n=11)
te fueron d|V|o.I|dos en seis § 400 < _0-100% + Amilorida (n=11)
grupos, 12 sujetos en cada 500 ~A-90% (n=12)
— e 7 90% + Amilorida (n=12)
uno (n=12). Los grupos & 80% (n=12)

fueron los siguientes: -6,00 ¥ -0-80% + Amilorida (n=12)

Fig. 15: Variacion de peso (g/100g) durante la exposicion de los
- 100% y 100% + ¥ pOSIOR

animales a una solucién de 300 mM de NaCl, con o sin amilorida. Las
Amilorida (en Su pesOo barras representan el error estandar.

estandar, PS)

-90% y 90% + Amilorida (deshidratados Resultados

un 10% del PS) Los animales en los primeros minutos
mantienen el peso aunque luego empiezan

-80% y 80% + Amilorida (deshidratados ) i
a deshidratarse (Figura 15).

un 20% del PS)

. . A los 15 minutos de exposicién, no se
El dia previo a comenzar con el _ _ o

. o . encontraron diferencias en la variacion de
experimento se determiné el peso estandar _ _
peso de los animales entre los diferentes

(PS) de los animales y se utilizé la misma _ B
estados de deshldrataC|on(2(6l§): 1,02;

balanza del Experimento 1. Los valores )
p=0,36), asi como tampoco, efecto de la

variaron entre 70,20 g a 176,10 g. No 1orid ire todos |
o : . amilorida entre todos los grupos =
registrandose diferencias entre los PSs de grupos (&

los mismos (Ié 660153, p=0.98).

% de Hidratacion

o _ o 100 90 80
Se realiz6 el mismo procedimiento que g 2,00 : : : : :
en el Experimento 3, pero en este caso e = —¢-Sin amilorida
.. . ., L0 0,00 ~ —>—Con amilorida
recipiente contenia 150 ml de una solucién
de 300 mM de NacCl. 2 2,00 -
ae]
[t
Se calculd el indice de permeabilidad ~‘§ -4,00 1
teniendo en cuenta esta nueva condiciéon de < 600

osmolaridad externa.
Fig. 16: Variacion de peso (g/100g) a los

Estadistica Se utilizaron las mismas 180 minutos para los diferentes grados de

. Lo deshidratacion de los individuos de los grupos

herramientas estadisticas que éen elcon y sin amilorida. Las barras indican el error
Experimento anterior. estandar.
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9,00E-06 - -B-100% (n=11) R?=0,27; 90% con amilorida

-0-100% + Amilorida (n=12) _ _
8,00E-06 - a-90% (n=12) T15= 1,83 x 1® a T180 =
7,00E-06 - —-90% + Amilorida (n=12) 2,05 x 10° R°=0,19; 80%
6,00E-06 - 8- 80% (n=11) con amilorida T15= 5,02 x

-0-80% + Amilorida (n=12)

5,00E-06 - 107 a T180 = 1,98 x 1O R?
4,00E-06 - =0,025) (Figura 17).
3,00E-06 -

Luego de 180 minutos,
la permeabilidad de la piel
40021 N de los animales expuestos

LO00E.06 - 15 30 45 60 75 90 105120135150165180 @ una solucién de 300 mM
Tiempo (min) de NaCl no se encontro

2,00E-06 1 [
1,00E-06 -

Permeabilidad (cm/seg*atm)

Fig. 17: Permeabilidad de la piel de los sapos a través del tiempo afectada por la amilorida

cuando son expuestos a una solucion 300 mM de NaCl con y sin (F(l 66): 0,91; p:O ,34), ni por

los niveles de deshidratacion
(F = 0,2; p=0,82) y no

2,54; p=0, 12). No se encontré interaccion _ o (209
hubo interaccion entre los factores,(f =
entre los factores (f,, = 0,45; p= 0,63). , %9)
64) 0,025; p=0,97) (Figura 18).

Los animales de todos los grupos no ganan

amilorida. Las barras indican el error estandar.

nipierden peso durante este periodo (datos 9 00r-06 - “mSin Amilorida
no mostrados) g 8,00Pl—06 _ ——-Con Amilorida
' % 7,00B-06 -
) .. & G00E-06 -
Luego de los 180 minutos de exposicion, £  soos-06 -
a mayor nivel de hidratacion mayor es & 0070~
Q 3,00E-06 -
la pérdida de peso que experimentan los & 200806 - @Q@///g
. ~ 1,00E-06 -
animales (I(:2,64)_ 15,7; p < 0,001). El grupo 0.00E+00 ‘ ‘
100 % pierde en promedio 3,91 g/100g, el 100 o0 80

% de Hidratacion

grupo 90% pierde 2,88 g/100g y por altimo

1 80% pierde 1.89 a/ 100 N b ,Fig. 18: Permeabilidad de la piel de los sapos a los
€ o pierae 4, g g. 0se o SerVolSOminutosdeexposici(’maunasoluci()n300mM
efecto de la amilorida sobre la pérdida dede NaCl cony sin amilorida. Las barras indican el
peso de los animales, ni interacciéon entreerror estindar.

los factores (Figura 16). DISCUSION

La permeabilidad de los grupos expuestos
a 300mM de NaCl con o sin amilorida se
mantuvo sin mayores variaciones (100%
sin amilorida T15= 4,17 x 10a T180 = 2,10
x 10°® R?=0,0085; 90% sin amilorida T15=
6,77 x 10’a T180 = 1,81 x 10 R>=0,0091;
80% sin amilorida T15= 5,02 x I&a T180 =
1,98 x 10° R2=0,0043; 100% con amilorida
T15= 2,06 x 1 a T180 = 2,17 x 10

Los resultados indican que los niveles
de hidratacion de los animales al inicio de
la exposicion condicionan la variacion de
peso que experimentan en 180 minutos.
Los animales hidratados al 100% de su PS
tienen la menor ganancia de peso en una
solucion isosmética y la mayor pérdida en
una solucion hiperosmaotica, seguido por los
animales hidratados un 90% y por ultimo
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los hidratados un 80%. Asi, animales encontraban en un 20% de deshidratacion,
gue se encuentren en una situacion ddo cual sugeriria que los animales muestran
deshidratacién aguda al localizar una fuenteuna mayor susceptibilidad a la droga cuando
de agua pueden hidratarse masrapidamentk& deshidratacion es baja. Es de destacar que
que aquellos que se encuentran en unda disminucién significativa en la captacién
situacién més favorable. de agua en los animales del grupo 80%
+ Amilorida comenz6 a los 135 minutos
o , ) ) _ de permanencia en la solucién 115 mM vy
sodio isosmotica o hiposmética produjo una . .

que en ese momento dichos animales se

disminucién de la permeabilidad a medida . L .
| . hidratab ot encontraban con una hidratacién promedio
ue los animales se rehidrataban, mientras : o
g . o . o del 92,4% para el grupo 80% sin amilorida
gque si la solucién era hiperosmotica |

a yde 89, 5% para el grupo 80% + Amilorida.

misma se mantuvo constante yfue menor enE .
) , ~_ En base a estos datos se podria especular
un grado de magnitud, lo cual evidenciaria .
el bloqueo de los canales de sodio

una mayor resistencia a la deshidratacion. . o L
. » ] dependientes de amilorida constituiria un
La permeabilidad no se vi6 modificada por . .
o i o factor importante de captacion de agua
el estado inicial de hidratacion de los sapos. . . L
cuando los niveles de deshidratacion son

Este resultado muestra que la diferencia, . .
B , bajos (cercanos al 10%), mientras que a
en la captacién de agua entre los animales

] ] » mayores niveles de deshidratacion los
con diferentes grados de hidratacion se . : .
o . _ _ _ mecanismos predominantes serian otros. A
explicaria debido a diferencia existente

_ _ fin de evaluar la certeza de estas conjeturas
entre la osmolaridad interna y externa. : . .
es necesario el desarrollo de mas estudios

La exposicion a la solucion de cloruro de

La disminucion en la captacion y en la futuros.
permeabilidad cuando se bloquean Ilos

canales de sodio, mediante amilorida, sélo . .
protocolos de experimentacién conductual

se encontr6 cuando los animales fueron . o .,
esde 20%del peso estandar. Ladisminucion

expuestos a una solucién isosmética o - .
i (i o al ol de | de la captacion por amilorida en ese grado
iposmotica con respecto al plasma de los : - , .
p_ ,p o P de hidratacion se encontré a partir de los 150
animales. Esto daria indicios de que los . . . ,
_ _ __minutos. Dicho tiempo es muy superior al
mecanismos involucrados en la captacion . ,
usado en cualquier protocolo experimental

de agua no serian los mismos que los . .

_ L o porlocualnoesposible utilizarlo en el futuro

involucrados en la evitacion de la pérdida de . . -
como reforzadores diferenciales. Si bien en

la misma. Se requierands estudios para saber . - .
a P el grupo 90% de hidratacion se encontro

cuales son los mecanismos involucrados en,. ~ . ., , .
disminucién de la captacién de agua debido

cada una de las situaciones (recaptacion

o _ a amilorida a los 15 minutos, este nivel de
y pérdida de agua). Cuando los animales . L
deshidrataciéon no es el adecuado para los

estaban deshidratados un 10% de su PS el

] ~ protocolos de discriminacion, ni para el
bloqueo de los canales de sodio produjo . oo
aprendizaje instrumental que se describio

un efecto en la captacion de agua mucho . . .
] o _ en la serie experimental anterior. Por lo
mas rapido que cuando los animales se . S
tanto, no es posible eluso de amilorida para

El nivel de deshidratacién usado en los
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obtener distintas soluciones que puedan ser Seleccidon de los sujetos y procedimiento
usadas como reforzadores, debido a la faltgprevio general: Se realiz6 el mismo
de efecto que se encuentra en la condiciorprocedimiento que en el Experimento 1.

de 20% de deshidratacion. o ] .
Procedimiento experimentalos 36 ani-

En vista de estos resultados se realizdo urmales seleccionados previamente fueron
experimento con un analogo mas potentedivididos en seis grupos, 6 sujetos en cada
quelaamilorida, el benzamil, a fin estudiar si uno (n=6). Los grupos fueron los siguien-
era posible encontrar una disminucioén en lates:
captacion de agua en un tiempo compatible

- 100% 100% + Benzamil (en su peso
con los protocolos comportamentales (15 ° ° ( P

. . estandar, PS)
minutos como maximo).

-90% y 90% + Benzamil (deshidratados

Experimento 5: Efectos de la 150, qelps)

exposicion aguda a benzamil sobre la
-80% y 80% + Benzamil (deshidratados

un 20% del PS)

captacion de agua a diferentes niveles
de hidratacion del sapo comin en una
solucion isosmética Eldiaprevioacomenzarconelexperimento
se determind el peso estandar (PS) de los
animales y se utilizé la misma balanza del
Sujetos:Se utilizaron 18 sapos machos Experimento 1. Los valores variaron entre
adultos de la especiB. arenarumde la 70 ga175.55g. Noregistrandose diferencias
Provincia de Buenos Aires. entre los PSs de los mismos(E,=0.28,
p=0.92).

Materiales y Métodos

——100% (n=06)
—~>—100% + Benzamil (n=6)

20 1 _a-90% (n=6)
&0 18 4 _\-90% + Benzamil (n=6)
g 16 4 -e-80% (n=6)
Lo 14 4 —-0-80% + Benzamil (n=6)
2 12 -
L
~ 10 4
[P
< 8 .
=
NS 6
g 4 -
=2 -
O T T T T T T T T T T T 1
15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180

Tiempo (min)

Fig. 19: Variacion de peso (g/100g) durante la exposicion de los animales
a una solucion de 115 mM de NaCl, con o sin benzamil. Las barras
representan el error estandar.
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Se realiz6 el mismo procedimiento que encontré que no huvo efecto del benzamil
en el Experimento 3, pero en este caso ekn los grupos 100% (1',:10) = 0,31, p=0,86)
recipiente contenia 150 ml de una soluciony 80% (':(1,10):0’8()? p=0,39), mientras que
de 115 mM de NaCl, o 115 mM de NaCl + si se encontré efecto del benzamilda en el
Benzamil 10 uM, segun el grupo. 90% (F( =5,01; p=0,049).

1,10)

Se calculé el indice de permeabilidad Alos 180 minutos el patron de diferencias
teniendo en cuenta esta nueva condicion deen la captacion de agua se mantuvo (Figura
osmolaridad externa. 21), encontrandose una disminuciéon en
la captacion por efecto del benzamil en el
grupo 90% ('(:1,10): 9,29; p=0,01), pero no

I
een los otros dos grupos (1000/%’(1!0:) =1,31;
p=0,28) y80% (f,,,= 0,48; p=0,5).

Estadistica Se utilizaron las mismas
herramientas estadisticas que en
experimento anterior.

Resultados
20 7 ——Sin benzamil
18 A
16 A
14 A
12 4
10 A
8 -

Los resultados mostraron que la captacion ——Con benzamil
de agua aumento a través del tiempo y a
medida que aumenta la deshidratacion de

los sapos (Figura 19).

Variacién de peso (g/100g)

6 4
- . - 7 4 ]
A los 15 minutos de exposicion, se 2
encontraron diferencias entre los estados 0 100 90 %0
de deshidratacién en la captacién de aguc % de Hidratacion

(F(2,30)= 34,75; p < 0’001)' No se encontro Fig.21:Variaciondepeso (g/100g) alos180o minutos

efecto del benzamil (Fso) =0,41; p:O,53), para los diferentes grados de deshidrataciéon de

ni interacciéon entre los factores Q(EJZ los individuos en los grupos con y sin benzamil.
. ( ) Las barras representan el error estandar.

0,97; p= 0,07). Pero si se analizan los

grupos individualmente (Figura 20), se
Discusion

47 - Sin benzamil La captacion de agua en animales con un
3 10% de deshidratacion se ve disminuida
por la acciéon de Benzamil, encontrandose
el mismo efecto que con Amilorida con una
) concentracion mucho menor. La falta de
efecto en el grupo hidratado 100% y 80%
0 puede ser atribuida a la menor cantidad

100 90 80
% de Hidratacién de animales que fueron utilizados en este

Fig. 20: Variacion de peso (g/100g) alos 15 minutos experimento con respecto al experimento
para los diferentes grados de deshidratacién de de amilorida. No se realizaron réplicas de
los individuos en los grupos con y sin benzamil. este experimento, ya que, en vista del patr(’)n

presentado no hay indicios que sugieran

Variacién de peso (g/100g)

Las barras representan el error estandar.
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gue benzamil podria actuar antes de los 15 Introduccion
minutos (tiempo maximo de reforzamiento

El efecto de las hormonas sobre el
en los protocolos comportamentales).

intercambio i6nico y acuoso han sido
Cabe destacar que los animalesampliamente evaluados, histéricamente, en
deshidratados un 10% son muy sensiblesanimales intactos o usando como modelo
a la presencia de blogueantes de lostejido aislado de piel y vejiga (Joergensen
canales de sodio y que las diferencias en 1al997, Yorio y Bentley 1977, Acheet al.
captacion se encuentran desde los primero4997, Suzukiet al 2007). Las hormonas
15 minutos de exposicién. Sin embargo, mayormente involucradas que han sido
un nivel de hidratacién del 90% del PS no estudiadas son hipofisarias (antidiurética
se ajusta a una respuesta de aprendizajeAVT-, Hydrinas y Prolactina), del sistema
apropiada para nuestras condiciones denervioso simpatico y parasimpatico
entrenamiento instrumental. (adrenalina, noradrenalina y acetilcolina)

_ ) y del sistema renina-angiotensina-
Manlp.ulando los mec_amsmo.s de Cfanalesaldosterona (Wells, 2007).

de sodio no se obtuvieron diferencias en
la captacion o en la pérdida de agua, de En anuros, la deshidratacién desencadena
manera de poder utilizar dichas solucioneslaliberacion de AVT, desdela neurohipéfisis,
en los protocolos de entrenamiento produciendo los siguientes efectos sobre el
comportamentales propuestos. Por lo tantopalance acuoso: 1. promueve la afluencia de
se continu6 con la busqueda abordando ehgua a través de la piel (Koefoed-Johnsen
estudio de otros mecanismos involucradosy Ussing, 1953); 2. induce la reabsorcion
en la variacién de peso de los animales. de agua por el rinén (Sawyer 1957) y por
la vejiga (Bentley 1958, Ewer 1952); 3.
reduce, en algunas circunstancias, la tasa de
filtracion glomerular (Sawyer 1951).

En la siguiente serie de experimentos
utilizamos un bloqueante especifico de los
receptores V2 de AVT a fin de modificar
la variacion de peso que experimentan los Con respecto a la absorcién de agua a
sapos cuando se los expone a una solucidtravés de la piel, la hormona antidiurética,
isoténica, hipoténica o hipertonica con enHylajaponicg inducirialatranslocacion
respecto a su plasma. De esta manera node acuaporinas (AQP-h2 y AQP-h3) a
propusimos avanzar en el estudio de losla membrana apical de las células del
mecanismos hormonales reguladores delestrato granuloso de la piel, aumentando
intercambio idnico. la permeabilidad al agua (Hasegaeftaal.

2003, Suzuket al 2007). La translocacion

seproduciriadebidoalacascadade segundos
SERIE EXPERIMENTAL 3 mensajeros que desencadenaria la union de
la hormona AVT con los receptores tipo V2
(Kohno et al. 2003). Por otro lado, en la
membrana plasmética basolateral de las
intercambio i6nico células principales epidérmicas de la region

Estudio de Ilos mecanismos
hormonales reguladores del
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pélvica (con excepcion del estrato corneo)para el incremento de la tasa de captacion
se detecté la AQP-h3BL que no respondede agua en animales intactos es de 1-10ug/
a la estimulacién con AVT (Akabaret al kg la cual es 100 veces mayor a la necesaria
2007) y propiciaria el flujo de agua haciala ~ para producir una respuesta antidiurética
dermis. También, se propuso que las AQPsignificativa (Reboreda et al. 1987). Estos

1, localizadas en la membrana de las célulagsesultados indicarian que AVT produce
endoteliales de los capilares, mediarianuna disminucién en la produccién de orina
el transporte de agua hacia el torrentey afectaria pobremente o no afectaria la
sanguineo. captaciéon de agua.

Tomando como base este modelo, el Tomando en cuenta (1) los antecedentes
bloqueo de los receptores tipo V2 de AVT presentados sobre acuaporinasy su funcion
produciria una disminucién de la permea- en la captacion de agua en los anfibios, (2)
bilidad de la piel, ya que no permitiria la los datos previos desarrollados en nuestro
translocacion de las acuaporinas hacia lalaboratorio en la especie (realizados antes
membrana apical. Recientemente se caracdel descubrimiento de las acuaporinas en
teriz6 un inhibidor competitivo selectivo 1995 por Agre y Nielsen) que involucran
para el receptor V2 de AVT denominado procedimientosdeincrementode los niveles
OPC31260 (Yamamurat al. 1992). Dicho plasmaticos de AVT mediante la inyeccion
antagonista de AVT ha sido estudiado inde AVP o la disminucion de los mismos
vivo e in vitro en mamiferos (Yamamuea  por lesidén, a nivel central, de su sistema
al. 1992, Wanget al. 2005) y anfibios (Ya- productor, y (3) la reciente aparicion de
madaet al. 2008) con el fin de evaluar la  un inhibidor especifico de los receptores
participacion de AVT en los diferentes teji- V2 de AVT -OPC31260- (conociendo que
dos implicados en la osmoregulacion. estos receptores estarian implicados en la

) _ _ exposicion de las acuaporinas vesiculares
Laimplicanciade AVT en el balance acuoso

_ en la membrana plasmatica de las células
de Bufo arenarum cuando se realizan

] ) ) principales de la piel), se prosigui6 el estudio
cambios repentinos en la osmolaridad

del medio externo (de agua deionizada a
115 mM NacCl) fue analizada mediante la

destruccion total del sistema hipofisario. . : .
distintas concentraciones endogenas de

Los resultados indicaron que la captacion . , .
- _ dicha hormona debido a que se los llevo a
de agua no se vi6 afectada por el cambio de

. . . . __diferentes grados de deshidratacion.
osmolaridad en los animales intactos ni en
los hipofisectomizados, aunque en animales En los siguientes experimentos se evalué
intactos si se encuentra una reduccion en I&j |3 administracion aguda de OPC31260
produccion de orina la cual no se evidenciaen animales con distintos niveles de
en los hipofisectomizados (Reboreda  deshidratacién genera diferencias en la

et al. 1987). Experimentos previos del yariacion de peso o en la permeabilidad
laboratorio indican que la dosis necesariag| agua de la piel de los animales: en el

de la variacion de peso de los anfibios
cuando se bloquean los receptoresdé
AVT, en animales a los que se les genero
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primero, exponiendo a los sapos aun medio Luego de la determinacion de
externo isosmoético (solucion 115 mM de peso (vaciamiento de las vejigas de
NaCl); y el segundo, exponiéndolos a unlos individuos) se los dej6 en sus
medio externo levemente hiperosmaotico respectivos recipientes durante 8 horas
(solucién 300 mM de NacCl). aproximadamente a fin de estabilizar sus
parametros fisioldégicos. A continuacién
se les inyect6 5 plitro/g de animal del
antagonista de AVT (dosis 4umoles/
kg de animal) o el mismo volumen del
vehiculo (Solucion de Ringer s: Glucosa
0,99¢r/l, NaHCQO0,19gr/I, KCI 0,25gr/|,

CaCl, 0,30gr/l, NaCl 6,48gr/l) mas 7%

Materiales y métodos de Dimetilsulfé6xido -DMSO-) segun

correspondiese. Al cabo de 30 minutos
se los colocd en jaulas de deshidratacion
a fin de que lleguen al peso establecido.
Cuando todos los animales llegaron al

Experimento 6: Efecto de Ila
administracion de un antagonista de
AVT —-0OPC31260- sobre la captacion
de agua a diferentes niveles de
deshidratacion en wuna soluciéon
isosmotica

Sujetos: Se utilizaron 80 sapos machos
adultos de la especkhinella arenarunde
la Provincia de Buenos Aires.

Seleccién de los sujetos y procedimientoP€S0 sé los coloco por 30 minutos en
previo general: Se realiz6 el mismo SUS respectivos recipientes y luego se

permanecieron por 180 minutos en un
Procedimiento experimentalos anima- recipiente con 150 ml de una solucién

les seleccionados previamente fueron divi-§e 115 mM de NaCl. La variacion de peso
didos en seis grupos. Los grupos fueron losye |os individuos fue registrada cada 15

siguientes: minutos durante el periodo que duré el

- 100% (n=13) y 100% + OPC31260 SXPerimento.

(n=11) (en su peso estandar, PS). Los animales que mostraron una

-90%(n=11) y 90%+ OPC31260 (n=12) variacion negativa desproporcionada de
(deshidratados un 10% del PS) peso durante el tiempo de permanencia en
el recipiente, fueron excluidos del analisis

-80% (n=12) y 80%+ OPC31260 (n=12) general y se realiz6 un analisis separado de
(deshidratados un 20% del PS). estos datos.

El dia previo a comenzar con el experi- Estadistica Se realizd el anélisis de los
mento se determind el peso estandar (PSjatos mediante ANOVA de dos factores
de los animales y se utilizé la misma ba-y de una via con contrastes a posteriori
lanza del Experimento 1. Los valores varia- mediante el test LSD. En todos los casos
ron entre 57,2 g a 168,5 g. No registrando-para estas comparaciones la significancia
se diferencias entre los PSs de los mismogye evaluada estableciendo el valor de alfa
(F(5,67):O’215’ p=0.95). en el nivel 0.05.
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B 100% (n=11)
—0—100% + OPC 31260 (n=13)

B 20 4 A 90% (n=12)
= ——90% + OPC31260 (n=11)
K -®-80% (n=12)
5 157  -0-80% + OPC31260 (n=12)
3
oy
< 10 A
=
9
Q
g 5
b
<
>
O I I I I I I I I I I 1

0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180
Tiempo (min)

Fig. 22: Variacion de peso de los animales a través del tiempo,
expuestos a una solucion 115 mM de NaCl, inyectados antes
de la deshidratacion con OPC31260 o soluciéon vehiculo segin
correspondiera. Las barras representan el error estandar.

Resultados (100% sin OPC31260 T15= 4,88 x 40
a T180 = 3,75 x 1©® R?=0,0077; 90% sin
OPC31260 T15=9,11x%@& T180=7,76 x 1®
R?=0,16; 80% sin OPC31260 T15= 5,84 x

Los datos mostraron que los animales
aumentaron su captacion de agua

a medida que transcurre el tiempo 1052 T180 = 4,03 x 1BR2=0.26: 100% con
(F., ..=559,07, p<0,001). Globalmente

(11,715) OPC31260 T15= 5,22 x ¥ T180 = 2,44

se observa que a mayor deshidratacion IosX 105 R?=0.06: 90% con OPC31260 T15=

s;lpos 6a2u?6entaroor(;oli captacmnt defagiua4’59 x 105a T180 =5.55 x 16 R?=0,19: 80%
= <
( 26, p<0,001), y que este efecto . 1531260 T15= 5,05 x 40 T180 =

(2,65)
se verifica desde los primeros 15 minutos 4,62 x 10° R2=0,38) (Figura 23).

de exposicion (5‘65):82,65, p<0,001,
analisis a posteriori LSD

80-90 p<0,001, 90-100 ~®-100% (n=11)
-0-100% + OPC31260 (n=13)
p<0,001y 80-100 p<0,001). —4-90% (n=12)
. . 1,40E-04 - —-90% + OPC 31260 (n=11)
No se encontraron diferencias ¢ OB zgg; %;2831260( )
£ 120E-04 - % n=
significativas en la variacion de £ L0004
peso por efecto de OPC31260 g 8.00E-05 |
(F(1,65)_0’35’ p=0,55) asi como T 600005 -
tampoco interaccion entre los i:, 4,00E-05 -
factores (F,,=0.,39 p=0.68) £ 200E05
. (]
(Flgura 22)' Q‘ O’OOEJ’_OO T T T T T T T T T T T T 1
2 00E.05 | 13 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180
La permeabilidad de los ’ Tiempo (min)

grupos expuestos a 115 mM Fig. 23: Permeabilidad de la piel de los sapos a través del tiempo
de NaClcon o sin OPC3126(0 cuando son expuestos a una solucion 115 mM de NaCl con y sin

OPC31260. Las barras indican el error estandar.
se mantuvo constante
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En general se observa que el grupo 90%dichas soluciones en los entrenamientos
de deshidratacion tiene una tendencia acomportamentales).
mostrar una permeabilidad mayor que el
resto de los grupos, aunque esta tendencia _ °, ., .
, L administracion de un antagonista de
esta presente desde el inicio del ensayo. . .
. ., AVT —0OPC31260- sobre el intercambio
A los 15 minutos de exposicibn no se . . .
. . . . hidrosalino a diferentes niveles
encontraron diferencias debidas al nlveld deshidratacié hucid
. -, e deshidratacion en una solucion
de deshidratacion (&, = 0,73; p=0,48),
ni por la droga (E%) = 1,93; p=0,17) y
tampoco se encontro interaccion entre los Materiales y Métodos
factores. A los 180 minutos se encontrd
gque el grupo 90% de deshidrataciéon tuvo
una permeabilidad mayor que el resto
de los grupos @66):5,6, p<0,05; LSD
100% - 90% p<0,05; 90%-80% p<0.,05; geleccion de los sujetos y procedimiento
100% - 80% p=0,22), mientras que no S€preyio general: Se realizé el mismo
encontraron diferencias por efecto de Iaprocedimiento que en el Experimento 1.
droga (If = 1,25; p=0,26) ni interaccion

1,66) .. . .
entre los factores (f,, = 0,87; p=0,42). Procedimiento experimentallos anima-

les seleccionados previamente fueron divi-

Del analisis presentado anteriormente Seyjqos en seis grupos. Los grupos fueron los
excluyeronlosanimalesque experimentarongjgyientes:

una reduccion abrupta de su peso durante

el tiempo de permanencia en el contenedor - 100% (n=6) y 100%+ OPC31260 (n=5)

(lo cual podria reflejar la orina eliminada (8N Su peso estandar, PS).

durant? el ensayo). Com(? era esperédo, S€_ 900 (N=6) y 90% + OPC31260 (n=6)

observé una mayor cantidad de an'males(deshidratados un 10% del PS).

hidratados al 100% que eliminaron orina

durante el experimento que el resto de los - 80% (n=6) y 80% + OPC31260 (n=6)

grupos, pero los sapos hidratados al 100%{deshidratados un 20% del PS).

e inyectados con OPC31260 lo hicieron . . o
B Se llevé a cabo el mismo procedimiento

en mayor proporcion (grupo 100% +

que en el experimento anterior pero con la
OPC31260: 7 de 21; grupo 100%: 1 de 12; . . . .
diferencia que el recipiente experimental

grupc') 90% O.PC31260' 1 de 12; en IOScontenia una solucién de 300 mM de NaCl.
demas grupos ninguno).

Experimento 7: Efecto de la

levemente hiperosmoética

Sujetos: Se utilizaron 36 sapos machos
adultos de la especkehinella arenarunde
la Provincia de Buenos Aires.

Estadistica Se realizd el analisis de los

Por lo tanto, mediante el bloqueo de los .
d o datos mediante ANOVA de dos factores
receptores V2 de AVT en estas condiciones, . .
y de una via con contrastes a posteriori

no se observaron variaciones en el peso .
) .p., mediante el test LSD. En todos los casos
de animales al 80% de su PS (condicion . .. .
. . i para estas comparaciones la significancia
de hidratacién necesaria para luego usar
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0 100% (n=6)
8- 100% + OPC 31260 (n=5)
3,00 7 —A—90% (n=6)
—&— 90% + OPC 31260 (n=06)
—0—80% (n=6)
1.00 —0—80% + OPC 31260 (n=06)

Variacion de peso (g/100g)

-5,00 - Tiempo (min)

Fig. 24: Variacion de peso de los animales a través del tiempo,
expuestos a una solucion 300 mM de NaCl, inyectados antes
de la deshidratacion con OPC31260 o soluciéon vehiculo, segin
correspondiera. Las barras representan el error estandar.

fue evaluada estableciendo el valor de alfal0®a T180 = 1,99 x 10 R?>=0,0053; 90% sin
en el nivel 0.05. OPC31260 T15=2,51x f&a T180 = 2,22 x

10° R?=0,49; 80% sin OPC31260 T15= 1,77

x 10%a T180 = 2,78 x 19 R?>=0,06; 100%

Los resultados mostraron que los animalescon OPC31260 T15= 1,77 x 1@ T180 =

luego de 180 minutos en una soluciéon 2,77 x 10° R*=0,15; 90% con OPC31260
hiperténica con respecto a su plasma sel15= 3,10 x10a T180 =2,40 x 10R*=0,28;
deshidratan. La maxima pérdida promedio80% con OPC31260 T15= 3,30 x 1(a
fue -3,78 g/100g en el grupo 90% y la T180 = 2,60 x 10 R*=0,06) (Figura 25).
minima de -1,94 g/ 100g en el La permeabilidad a los 180 minutos no se
grupo 100% sin OPC31260.

Resultados

B 100% (n=5)

No se encontraron 0 100% + OPC31260 (n=5)
i i i i —A— 90% (n=6)

diferencias debidas al nivel 8.006-06 “A 90% + OBC 31260 (n=6)

8- 80% (n=6)

~0— 80% +OPC 31260 (n=0)

de deshidratacion (F,,

= 4,03; p=0,19), ni por la 6,00E-06 -
droga (R, ,,,= 1,71; p=0,40) 4,00E-06 -
y tampoco interacciéon entre

2,00E-06 -

los  factores  (F,,~=19;

p=0,45) (Figura 24).

Permeabilidad (cm/seg*atm)

0,00E+OO =1 I I L I LT I I I I I 1
N 15 3|0 5 60 75 90 105120135150165180
La permeabilidad de los -2,00E-06 -

grupos expuestos a 300 mM

de NacCl con o sin OPC31260

0 Fig. 25: Permeabilidad de la piel de los sapos a través del tiempo
se mantuvo constante (100 A)cuando son expuestos a una solucién 300 mM de NaCl con y sin
sin OPC31260 T15 = 1,69 x OPC31260. Las barras indican el error estandar.

_4,00E-06 - Tiempo (min)
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vié afectada por la deshidratacién(zgg): Luegodeladeterminacion de pesosecoloco
0,35; p=0,70), ni por la droga (g,lgg):0,0 1, alosanimalesen susrespectivos recipientes
p=0,92) y tampoco hubo interaccion entre durante 8 horas aproximadamente a fin de

los factores (f,,=0,04; p=0,96). estabilizar sus parametros fisiolégicos. A

continuacion se les inyecté 5 plitro/g de
Por lo tanto, tampoco se hallaron

_ ] . o o animal del antagonista de AVT (dosis 4
diferencias debidas a la administracion del

) umoles/ kg de animal) o el mismo volumen
antagonista de los receptoresdé AVT en . . . . .

, ) o del vehiculo (Solucion de Ringer's) segun
un medio levemente hiperosmatico.

correspondiese durante 5 dias consecutivos.
En vista de los resultados anteriores y conEl dia 5 luego de la inyeccion de antagonista
el fin de evaluar si la administracién créonica 0 vehiculo se esperaron 30 minutos y se
de OPC31260 en animales con altos nivelessomenzoé la deshidratacion de los mismos.
de deshidratacion (20% del PS) podriaCuando todos los animales llegaron al
producir diferencias en la captacion de aguapeso correspondiente se los colocé otros
se realiz6 el siguiente experimento. 30 minutos en sus respectivos recipientes
y luego se comenzé el experimento. Los
animales permanecieron por 180 minutos
en un recipiente con 150 mlde una solucion
de 115 mM de NaCl. La variacién de peso de
losindividuosfueregistrada cada 15 minutos
durante el periodo que dur6 el experimento.
Agquellos sapos que orinaron durante los
Materiales y Métodos dias de previos o durante el experimento

fueron descartados del analisis.
Sujetos: Se utilizaron 32 sapos machos

adultos de la especihinella arenarumde Estadistica:Se realizo el analisis de los
la Provincia de Buenos Aires. datos mediante ANOVA de una via con

contrastes a posteriorimediante el test LSD.

Seleccion de los sujetos y procedimientopy todos los casos para estas comparaciones
previo general: se realizd el mismo

Experimento 8: Efecto de Ila
administracion cronica de un
antagonista de AVT -OPC31260-
sobre la captacion de agua en un
estado de deshidratacion elevado en
una solucién isosmotica

la significancia fue evaluada estableciendo

Procedimiento experimentalos anima-
les seleccionados previamente fueron divi-
didos en dos grupos. Los grupos fueron los En términos generales, los animales
siguientes: mantenidos durante 5 dias a una
deshidratacion del 20% de su peso estandar
y expuestos a una solucién de 115 mM de

NaCl durante 180 minutos mostraron un
-80% + OPC31260 (n=16) (deshidratados 3 ymento promedio de peso de 19,20 g/ 1009
un 20% del PS)

Resultados

- 80% (n=15) (deshidratados un 20% del
PS)

de PS. Sin embargo, no se observaron efectos
de la administracion cronica de OPC31260
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para dicho nivel de deshidratacion sé6lo en los primeros dias después de salir
(F(m):o,53 p=0.47) (Figura 26). del letargo, pero no durante la época de re-
produccion o después de haber estado en el
laboratorio durante varias semanas.
2 4 -0-80% (n=15)
20 1 -m-80% + OPC 31260 (n=16) )
Nuestros datos no apoyarian el modelo
propuesto paraHyla japonica en el
cual la union de AVT con los receptores

V2 implicaria la translocaciéon de las

Variacién de Peso (g/100g)
S

6 . , ] :

4 acuaporinas que estan en vesiculas hacia

g’ la membrana plasmética. Varias razones
15 30 45 60 75 90 105120 135 150 165 180 podrian explicar las diferencias con este

Tiempo (min . - .
po (min) modelo erH. japdnica Teniendo en cuenta
Fig. 26: Variacion de peso de los animales a

i ) . los resultados obtenidos en nuestro modelo,
través del tiempo, los cuales previamente fueron . . ) .
inyectados durante 5 dias con solucion de la mas parsimoniosa €s que el mecanismo
OPC31260 o solucién vehiculo, expuestos a una implicado enR. arenarumno involucraria
lucién 11 M de NaCl. Las b t <
solucton 115 mA% de Natl Las barras represenial o5 receptores V2 de AVT. Si bien se han
encontrado AQPh2 y AQPh3 en la piel de
especies del generBufo (Ogushiet al

Discusién de los experimentos 6, 2010), no hay hasta el momento estudios

el error estandar.

7y 8 sobre la distribucién de estas acuaporinas

_ en la piel deR. arenarum con lo cual cabe
Los resultados obtenidos en estos expe-

_ o _ _ la posibilidad de que no se encuentren o
rimentos indican que, independientemen-

te del nivel de hidratacién, la variacién de

peso experimentada pdRhinella arena- Si bien el objetivo del experimento fue
rum cuando se lo expone a soluciones ex-analizar la participacion de los receptores
ternas de diferentes osmolaridad no invo-V2 en la captacion de agua, es interesante
lucraria a los receptores V2 de AVT. Estosdestacar que el bloqueo de los mismos
datos ampliarian los encontrados por Re-produjo una tendencia a una mayor
boreda y colaboradores (1991) quienes re-eliminacién de orina en los animales
portaron poca o nula participacién de la hidratados al 100% de su peso estandar
hormona AVT en la captacion de agua antescon respecto a los otros grupos de animales
del descubrimiento de la existencia de lasdeshidratados, lo cual podria atribuirse al
acuaporinas. Otros géneros en los cuales sbloqueo de la accion antidiurética que posee
produce una pequefia o nula respuesta dé&a hormona AVT.

AVT sobre la permeabilidad o respuesta de
la piel sonNecturus(Bentleyy Yorio 1977),
Xenopus y Dicoglossu@Heller y Bentley
1965). Hillyard (1975, 1976) encontr6 que la
piel deScaphiopus couchiespondia a AVT

estén distribuidas de otra manera.

Un aspectocomplementarioquerequeriria
de una investigaciomasexhaustiva es el
estudio de la participacion de OPC31260 en
la produccién o liberacién de orina en los
sapos,dadoqueesaeslaaplicacién potencial
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de la droga en humanos (Takahashial. deshidratados un 80% de su peso estandar.
2012). En este ultimo trabajo, los resultados
apoyan la hipétesis de la participaciéon
de los receptored’-adrenérgicos en el
control de la permeabilidad al agua de la
piel de los sapos durante la rehidratacion.
La administracién sistémica del agonista
B-adrenérgico, isopoterenol (5 mg/ kg), en

. . . animales totalmente hidratados aumentoé
mecanismos nerviosos que potenualmentqa permeabilidad de la piel a los valores

regulan la variacién de peso. Dentro de estos ) )
g P observados en animales deshidratados

mecanismos nerviosos nos centramos en la )
al 80% de su PS luego de 90 minutos de

accion de las vias colinérgicas mediante la. . . . . .
iniciada. Dicho efecto también se encontro
enScaphiopus couchi, Bufo cognatuBufo

bufo (Hillyard 1979, Viborg y Rosenkilde
SERIE EXPERIMENTAL 4 2004, Yokota y Hillman 1984).

La accién adrenérgica aparentemente
es independiente de la accion de AVT y

tiene un efecto aun mas fuerte sobre la
intercambio idnico y acuoso permeabilidad de la piel. Sin embargo, se

Al no obtener variaciones en el peso de
los animales, mediante el bloqueo de los
recepetores V2 de AVT que pudiéramos
usar luego en los entrenamientos
comportamentales, decidimos continuar
nuestra investigacion manipulando los

utilizacién de atropina (un antagonista de
acetilcolina).

Estudio de los mecanismos
nerviosos reguladores del

Introduccién sabe muy poco acerca de la importancia
fisiol6gica de estos efectos o su relaciéon con

La imp'icanCia del sistema nervioso Ja eco]ogia de los anfibios.
autonomo en el balance acuoso fue una

de la hipétesis planteadas por Segura La p,art.|C|paC|on.dells_lstema nervioso
y colaboradores (1982) en base a sysdutonomico parasimpatico en el balance

resultados sobre (1) el balance de aguaacuoso ha sido menos estudiada. Estudios

negativo que poseian los sapos de nuestrip vitro, realizados por Kirschner en 1953
especie en estudiBR. arenarumque eran y 1955, en Rana esculentamostraron

sometidos a una manipulacién constantedY€ a _a_dlmon de atropmaar@tagomsta
competitivo del receptor muscarinico de

acetilcoling en la cara apical de la piel
produceunaaumentoenlaentradade sodio

y (2) la gran captacién de agua inducida
por la anestesia general administrada
gue persistia aun cuando el sistema
productor de la hormona antidiurética hacia el compartimento basolateral. Dicho

era totalmente destruido. ExperimentOSEfeCto’ al menos en concentraciones por
posteriores de Segura vy colaboradores,cjl(ab"’ljo de 10 mM/L, se mantiene durante
(1982b) y Reboreda y colaboradores (1991)t00|0 el tiempo que el compuesto esta en
confirman la participacion del sistema el bafio. La piel es capaz de responder
auténomo simpatico en la captacion de? Un incremento de atropina aun luego

agua de sapos totalmente hidratados >pe 5 horas en el bafio. Pero si la atropina
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era administrada en el lado basolateral,aprendizaje similar a las expuestas en los
el efecto era solo transiente. El efectoexperimentos realizados para esta tesis se
es completamente reversible y se puededecidié analizar la implicancia de las vias

obtener un resultado similar si se utiliza colinérgicas en la variacion de peso de los
tubocurarina (principio activo del curare: sapos.

antagonista de los receptores nicotinicos

L Se programaron asi dos experimentos en
de acetilcolina).

los que se evaluaria si la administracion
Existe un solo registro realizado en nues aguda de Atropina en animales con
tro laboratorio en el cual se abordé un estu distintos niveles de deshidratacién genera
dio acerca del efecto de atropina. En dichodiferencias en la captacion de agua: uno,
experimento animales hidratados al 100%exponiendo a los sapos a un medio externo
de su peso estandar eran separados en tresosmaotico (solucion 115 mM de NaCl); y
grupos (lesionados en el mesencéfalo, to el otro, exponiéndolos a un medio externo
talmente hipofisectomizados postquias- levemente hiperosmatico (solucion 300
maticamente y con operacién simulada —mM de NacCl).
sham-), inyectados con atropina (3mg/kg
disuelto en 115 mM de NaCl) y colocados

en un recipiente con agua corriente duran
. anticolinérgico) sobre la captaciéon
te 3 horas. Los animales eran pesados cadg gico) p

15 minutos y se les vaciaba la vejiga antesde agua a diferentes niveles de

i hidratacion en una solucién
de colocarlos nuevamente en el recipiente.

isosmotica

Experimento 9: Efectos de la
administracion de Atropina

Luego de esta manipulacién no se encontr
efecto de atropina en la captacién de agua pateriales y métodos
ni en la produccién de orina en todos los

grupos (Segura, 1982b). Sujetos: Se utilizaron 36 sapos machos

adultos de la especiRhinella arenarum

Por otra parte, en pruebas comperta de la Provincia de Buenos Aires.
mentales preliminares, realizadas tam » _ o

, , Selecciéon de los sujetos y procedimiento
bién en nuestro laboratorio, en las que se _ 7 _
, , : , ) . previo general: se realiz0 el mismo
investigaba la implicancia de las vias-co e _

. . _ procedimiento que en el Experimento 1.
linérgicas en el aprendizaje y memoria de
una tarea instrumental, se encontr6 una Procedimiento experimentalLos ani
tendencia a una mayor captacion de aguanales seleccionados previamente fueron
de los animales a los cuales se les admidivididos en seis grupos. Los grupos fue
nistraba atropina cronicamente durante 5ron los siguientes:
dias (Lic. Puddington M.M., comunicacion

- 0, = 0, i =
personal). Dada la existencia de esta-ten 100% (n=6) y 100% + Atropina (n=6)

dencia encontrada en animales desh—idra(en Su peso estandar, PS).

tados un 80% de su peso estandar, loscua - 90% (n=6) y 90% + Atropina (n=6)
les estaban sometidos a una situacién dgdeshidratados un 10% del PS).
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-80% (n=6) y 80% + Atropina (n=6) Los animales que mostraron una
(deshidratados un 20% del PS). variacion negativa desproporcionada de
i ) peso durante el tiempo de permanencia en
El dia previo a comenzar con el . : e
el recipiente, fueron excluidos del analisis

experimento se determin6 el peso o e o
i , ~__general. Se realizd un anélisis cualitativo
estandar (PS) de los animales y se utilizo .
del estado de los animales durante el

la misma balanza del Experimento 1.. Los .. . L
. tiempo de permanencia en la solucion.
valores variaron entre 72 g a 134,9 g. No

registrandose diferencias entre los PSs de Estadistica Se realizo el analisis de los
los mismos ('(:5,3050'15’ p=0.98). datos mediante ANOVA de dos factores
y de una via con contrastes a posteriori

Luego de la determinacién de )
9 mediante el test LSD. En todos los casos

peso (vaciamiento de las vejigas de
los individuos) se los dej6 en sus
respectivos recipientes durante 8 horas

para estas comparaciones la significancia
fue evaluada estableciendo el valor de alfa

. . en el nivel 0.05.
aproximadamente a fin de estabilizar sus

parametros fisiol6gicos. Se los coloco en Resultados
jaulas de deshidratacion a fin de quelleguen o y
Los resultados indican que la captacion de

al peso establecido en el grupo al que ) .
. agua ya habia aumentado debido al bloqueo
fueron asignados azarosamente. Cuando

: de los receptores muscarinicos colinérgicos
todos los animales llegaron al peso se los

. . . a los 15 minutos de exposicién aguda a
coloco por 30 minutos en sus respectivos o
una solucién 115 mM de NacCl (E =46,

recipientes. Acontinuacion se les inyect6 5 0.05). Al | | 30) .
. . . : <0,05). Al igual que en los experimentos
plitro/g de animal de Atropina (dosis 150 P ) g d P

. . anteriores, a medida que el nivel de
mg/ kg de animal) o el mismo volumen de _ -
- . . . , _deshidratacion era mayor aumentaba la
solucion de solucién de Ringer s segun

correspondiese. Se los
colocé nuevamente por 30

i ini 20 - -m-100% (n=5)
minutosen sus reC|p|entes 5-100% + Atropina (n=5)

—4-90% (n=6)
17 9 —-90% + Atropina (n=6)
~®-80% (n=6)

14 - -0-80% + Atropina (n=0)

y luego se dio comienzo
al experimento. Los
animales permanecieron
por 180 minutos en
un recipiente con 150
ml de una solucion de
115 mM de NaCl. La >

variaciéon de peso de los =
10 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180

Tiempo (min)

Variacién de peso (g/100g)

individuos fue registrada

cada 15 minutos durante Fig.27:Variaciondepesodelosanimalesatravés deltiempo, expuestos

el periodo que durd el aunasolucién 115 mM de NaCl, inyectados luego de la deshidratacién
exper imento. con atropina o solucion de Ringer's, segin correspondiera. Las
barras representan el error estandar.
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20
18 +
16
14
12 4
10 +

-4-Sin Atropina
~>-Con Atropina

Variacion de peso (g/100g)

SN A~
|

100 90

% de Hidratacion

80
Fig. 28: Variacion de peso (g/100g) a los
180 minutos para los diferentes grados de
deshidratacion de los individuos en los grupos
inyectados con Atropina o solucion de Ringer's.

La permeabilidad se mantuvo constante
a lo largo del tiempo en todos los grupos
expuestos a una solucion de 115 mM de
NaCl (80% T15= 4,73 x 1®a T180 = 3,60
x 10° R?=0,35; 90% T15= 4,00 x 10a
(T180) = 5,30 x 16 R°>=0,172; 100% T15=
4,63 x10°a (T180) = 4,61 x 10R?=0,038).
Para los grupos que estuvieron expuestos
a atropina se encontré que el grupo 90%
(T15= 6,29 x 1@ a (T180) = 1,09 x 10
R?=0,67) y el grupo 80% (T15= 5,97 x18
(T180) = 8,88 x 10 R°=0,63) aumentaron

Las barras representan el error estandar. su permeabilidad, mientras que el grupo

100% (T15= 3,56 x 10a (T180) = 2,25 x 10

captacion de agua (F =34,7, p<0,00L, R2=0,14) se mantuvo estable (Figura 29).

LSD 100-90 p>0,05; 90-80 p<0,05; 100-80
p<0,05). No se encontré interaccion entre
los factores (E, p>0,05) (Figura 27).

A los 15 minutos de exposiciébn no se
encontr6 efecto de la deshidratacion
(F(2’64)21,95; p=0,15), ni de la amilorida

Cabe destacar que elaumento en la capta(-|:(1’64):2,7; p=0,10) y tampoco hubo
cion de agua que genera el tratamiento cofnteraccion entre los factores (F,=0,12;
atropina produjo una captacion similar a lap=0,88) sobre la permeabilidad de la piel

que se origina en el nivel de deshidratacidnde los sapos. Si este mismo anélisis se
siguiente (Figura 28).

30y

realiza a los 120 minutos se observa que la
exposicion de los sapos a atropina aumento

1,80E-04 - —= 100% (n=5)
-0-100% + Atropina (n=5)
1,60E-04 - —&90% (n=06)
—-90% + Atropina (n=06)
— 1,40E-04 - - 80% (n=6)
g -0-80% + Atropina (n=0)
£, 1,20B-04 -
(P}
é 1,00E-04 -
(9]
b= 8,00E-05 -
= 6,00E-05 | &
=
S 4,00E-05 -
£ 200E-05 -
0,00E+00

15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180

Tiempo (min)

Fig. 29: Permeabilidad de la piel de los sapos a través del tiempo
cuando son expuestos a una solucion 115 mM e inyectados con
solucion de Ringer's o Atropina. Las barras indican el error
estandar.
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la permeabilidad (&64): 12,92; p< 0,001). -100% (n=9) y 100% + Atropina (n=9)
Para el grupo 90% fue mayor que la del(en su peso estandar, PS)

grupo 80% e igual que la del grupo 100%,
mientras que la del grupo 100% no se
diferenci6 de la del grupo 80% (F,= 3,55;
p<0,05; LSD 90%-80% p<0,05; 90%-100% -80% (n=9) y 80% + Atropina (n=13)
p=0,19y100%-80% p=0,2) yno se encontro(deshidratados un 20% del PS)
interaccién entre los factores(g@):l,SO;

p=0,23) (Figura 30).

-90% (n=9) y 90% + Atropina (n=9)
(deshidratados un 10% del PS)

Se llevo a cabo el mismo procedimiento
que en el experimento anterior pero con la
diferencia que el recipiente experimental

) 1,60E-04 - -&-Sin Atropina
§D 1,40B-04 - -0-Con Atropina contenia una solucién de 300 mM de NacCl.
& 120804 |
5§ LOOE-04 - Los animales que en algin momento de
<  8,00E-05 - .
£ las tres horas de permanencia presentaban
2 6,00E-05 - ) _ o
S 400B-05 pérdida de reflejos y falta de movimiento
5 200E-05 1 fueron descartados del analisis.
= 0,00E+00
100 90 80

Estadistica Se realizd el analisis de los
. . . datos mediante ANOVA de dos factores
Fig. 30: Permeabilidad de la piel de los sapos a los

120 minutos de exposicion a una solucién 115 mM y de una via con contrastes a posteriori

de NaCl con y sin Atropina. Las barras indican el mediante el test LSD. En todos los casos
error estandar.

% de Hidrataciéon

para estas comparaciones la significancia

fue evaluada estableciendo el valor de alfa

Experimento 10: Efectos de la o, ¢|nivel0.05.
administracion de Atropina sobre la
captacion de agua a diferentes niveles Resultados

de hidratacion del sapo comin enuna En general, se observé que los animales

pierdieron peso alolargo deltiempo cuando
fueron expuestos a la solucion levemente
hiperosmoética de 300 mM de NaCl. Al
Sujetos: Se utilizaron 58 sapos machos c3ho de 180 minutos, la pérdida de peso
adultos de la especRhinella arenarumde  fy,e mayor para los grupos hidratados un
la Provincia de Buenos Aires. 100% (-3,9 g/100g) y un 90% (-3,5 g/ 100
Seleccion de los sujetos y procedimientog) que para los animales que presentaban
una hidratacion del 80% al inicio del
experimento (-2,2 g/100 Q) &56):6,35,
p<0,05; LSD 100-80 p<0,05, 90-80
Procedimiento experimentalos anima- p<0,05 y 100-90 p>0,05). No se encontr6
les seleccionados previamente fueron divi-efecto de atropina (56):0119, p>0,05), ni
didos en seis grupos. Los grupos fueron losinteraccion entre los factores (F=0,36

46)
siguientes: p>0,05) (Figura 31).

solucion levemente hiperténica

Materiales y Métodos

previo general: Se realizd el mismo
procedimiento que en el Experimento 1.
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6 - “®-100% (n=9)

= -0-100% + Atropina (n=8)
= ~&-90% (n=9)
N —\-90% + Atropina (n=8)
&0 -8-80% (n=9)
o 24 -0-80% + Atropina (n=8)
<
< 0
§
5 -2 A
s
=
> 4 A
-6 -

Tiempo (min)

Fig. 31: Variacion de peso de los animales a través del tiempo,
expuestos a una solucion 300 mM de NaCl, inyectados luego de
la deshidratacion con Atropina o Solucién de Ringer's, segin
correspondiera. Las barras indican el error estandar.

El analisis cualitativo de los animales 100% con atropina solo se encontraron dos
durante las tres horas de exposicion a laanimales con falta de tonicidad muscular,
solucién mostré que el 38% de los sapospero conreflejos. Los animales en los grupos
del Grupo 80% con atropina presentaronsin atropina no presentaron estos sintomas.
pérdida de reflejos y fueron eliminados
del analisis. EI 11% de los animales (1 de
9) del grupo 90% con atropina presentaron
pérdida de reflejos, mientras que en el grupo

La permeabilidad se mantuvo constante
a lo largo del tiempo en todos los grupos
expuestos a una solucion de 300 mM de

NaCl inyectados con
solucion de Ringer’s

500806 1 (100% T15= 14 x B
6,00E-06 - a T180 = 1,72 x 10

i oomos R?=0,046; 90% T15=
£ 2,90 x 10°a T180 =
2 200E-06 - 2,26 x 10° R?=0,47;
_§/ 00000 o T 7 B0%TI5=565x10
. ’ 30 45 60 75 90 105120135150165180 @ 1180 = 168 x 10K
—g -2,00E-06 - Tiempo (min) =0,35) y con atropina
& _4.00E-06 | “m100% (n=9) (100% T15= -213x 10
~ 7 “0-100% + Atropina (n=8) a T180 = 3,25 x 10
-6,00E-06 - Ao Ef:A?zopina (=) R’=0,21; 90% T15=
-@-80% (n=9) -1,32 x 10%a T180 =

—0-80% + Atropina (n==8) 153 x 106 R?=3 x 105;

Fig. 32: Permeabilidad de la piel de los sapos a través del tiempo cuandoson 80% T15= 1,68 x 10
expuestos a una soluciéon 300 mM de NaCl con y sin atropina. Las barras 5 T180 = 2.44 x 10

R?=0,12) (Figura 32).

indican el error estandar.
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A los 15 minutos, no se encontraron a lo largo de todos los estudios previos
diferencias en la permeabilidad segun ladesarrollados en nuestro laboratorio, la
deshidratacién QZ:AG)zo,SS p>0,05), ni magnitud del reforzador fue cambiada
efecto de la Atropina Qf46):2,60 p>0,05)y mediante la cantidad de agua destilada
tampoco hubo interaccién entre los factoresque se les daba a consumir (1 ml o 4
(F(2,46):1,57 p>0,05). Entérminos generales, gotas de agua destilada) o el tiempo de
el perfil observado en estos momentos exposicion a agua deionizada (20s, 80s,
iniciales se mantiene hasta los 180 minutos.300s, 320s, 600s, o 1280s) o cambiando
la osmolaridad de la solucion externa (de
agua deionizada a 225, 212 o0 200 mM de

Sibien lamayoria de los datos encontradosNaCl) (Schmajuket al. 1981, Muzioet al
sobre la participaciéon del sistema nervioso1992, Papinet al. 1995, Muzioet al.2011).
auténomo en la captacion de agua refieren La utilizacién del tratamiento con atropina
al sistema sim pético a través de los recep.permitiria modificar la calidad del refuerzo
toresR-adrenérgicos (Seguret al. 1982b, manteniendo Ila osmolaridad externa
Reboredaet al. 1991, Viborg y Rosenkilde constante. Este tratamiento no podria ser
2004), nuestros datos muestran que adeutilizado en protocolos donde la solucién
mas el sistema parasimpatico, mediante laexterna sea de 300 mM NaCl (levemente
vias colinérgicas asociadas a los receptore§iperosmética y potencialmente aversiva)
muscarinicos, también estaria involucrado.debido a que se encontré un alto porcentaje
La unién de acetilcolina a dichos recepto- de animales que pierden los reflejos en
res en la piel provocaria una inhibicién de dicha situacion. Un analisis cuantitativo
la captacion de agua (disminuyendo la per-y €n mayor profundidad seria necesario a
meabilidad de la piel) que seria revertidafin de establecer si el efecto encontrado es
mediante la administracién de atropina. significativo o no.

Sobre la base de nuestro conocimiento, éste
constituye el primer hallazga vivoen an-

fibios de este fenobmeno. DISCUSION GENERAL

El tratamiento administrado a los
animales delgrupo 80% podria ser utilizado
en experimentos comportamentales que Para el estudio sistematico del
requieran un cambio en la calidad delcomportamiento de los anfibios, en
refuerzo, como por ejemplo investigar el particular del aprendizaje, en los protocolos
comportamiento de contraste sucesivoexperimentales desarrollados en nuestro
negativo o positivo, tal como se hizo laboratorio se definieron, entre otros, los
en experimentos previos (Muziet al. siguiente parametros: reforzador (agua
2011), pero ahora manipulando el controldeionizada o distintas soluciones con
adrenérgico de la permeabilidad usandodiferentes concentraciones de cloruro de
soluciones externas isosmoticas. Tal comosodio), tiempo de reforzamiento (2, 5 o 10
se expresOd en la introduccion general,minutos), nivel de deshidratacion (80%).

Discusion de los experimentos 9 y 10

Aprendizaje y Comportamiento
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Discusion General

Los reforzadores han sido clasificados, de gue realizan. Estos datos indican que los
acuerdo a la variacién de peso que produceanimales cambian su comportamiento alun
en los animales luego de ser expuesto atuando no varia su nivel de hidratacion.
mismo, 1) apetitivo: los animales aumentan Suponemos que este cambio podria estar
su peso debido a la captacién de agua, 2psociado (en una situacién inescapable
neutro: los animales no tienen variacion encomo la presentada a estos animales) a una
Su peso, 0 sea, no ganan nipierden agua y 3jdaptacion fisiol6gico-comportamental
aversivo: los animales pierden pesodebidoa fin de poder mantener su estado de
lapérdidade agua (Danetial 2007, Muzio  hidratacién o a un intento a largo plazo de
et al 2011). Los parametros usados en lostratar de conseguir mayores beneficios de
experimentos comportamentales realizadosuna solucién que no se los brinda de manera
en esta tesis (agua deionizada o distintasnmediata.

soluciones con diferentes concentraciones o )
) Lascondicionesevaluadasen ellaboratorio
de cloruro de sodio como reforzadores, 2

. . . hasta la presente tesis, tomaron en cuenta la
minutos de tiempo de reforzamiento y un

. ) ., variacion de osmolaridad del medio externo
nivel de deshidrataciéon del 80% de su PS)

a fin de analizar distintas habilidades de

mostraron que en dichas condiciones los o o ]
aprendizaje. Adicionalmente, en esta tesis
sapos aprenden a encontrar un refuerzo . ) » )
. se estudi6 la modificacion de diferentes
apetitivo que se encuentra a la derecha o a , »
. . . _ ., _mecanismos reguladores de la captacion
la izquierda de su propia posicion. Ademas, o
. de agua a fin de obtener condiciones en
los animales aprenden la tarea de recorrer . -
las cuales cambie la captacién de agua de
eIos animales aun cuando la osmolaridad

encuentran una solucién en la cual )
. . se mantenga constante, con el objeto de

pueden hidratar (refuerzo apetitivo) y no lo > )
obtener asi una nueva clase de diferentes

recorren cuando la solucién que encuentran

. . ., reforzadores que puedan ser usados en
no les permite hidratarse (solucién neutra) )

. ., . futuros protocolos de comportamiento.
0 se deshidratan (solucion aversiva). De
esta manera se demostro que los sapos De las drogas evaluadas en esta tesis, las
cambian su comportamiento dependiendognicas que produjeron una diferencia en
del tipo de solucién que encuentran comoja captacién de agua cuando la solucién
reforzador. externa era apetitiva (115 mM de NacCl)
E’]‘ueron amilorida y atropina. Sin embargo,

un corredor recto cuando al final del mismo

Los animales expuestos a una solucion d L -
la variaciéon en la captaciéon de agua con

ambas drogas en los animales hidratados
. . al 80% de su peso estandar se produce
lo largo de las sesiones. Estos animales no ) _ )
. . en un periodo superior al tiempo de

ganan ni pierden peso durante el tiempo de _

L ., : refuerzo establecido en los protocolos de
exposicion a la solucién, o sea no reciben -

. . : .aprendizaje instrumental, por lo cual se
ni recompensa ni castigo, pero aun asi _ _ o ] _
requiere una investigacion mas exhaustiva

aumentan el tiempo de permanencia en la _ ) N _
para establecer si es posible utilizar dichas

300 mMde NaClson los Unicos que cambian
su conducta en el compartimento meta a

misma y la cantidad de desplazamientos

50
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drogas en los protocolos de aprendizajeen los anfibios indicaban que la hormona
(por ejemplo, cambiando la concentracién AVT estaria involucrada en dicha funcion
de la dosis 0 el momento de administraciéon(Sawyer et al 1959, Sawyer 1960a, b),
de la misma). pero resultados posteriores en los géneros
Necturus(Bentley y Yorio 1977) Xenopus

t al 1999 t | imal y Dicoglossus(Heller y Bentley 1965) y en
et al ) mos raron.,que 0s animales Scaphiopus couchiHillyard 1975, 1976),
expuestos a una soluciéon de 250 mM de

o Rhinella (Bufo) arenarum(Reboredaet
NaCl con amilorida (10pM) permanecen .
o By al. 1987) junto a los presentes resultados
mas tiempo en postura de absorcion de.

- indicarian que la misma no estaria
agua que en la solucién de 250 mM de NacCl, . . .
_ implicada. Esto reflejaria que existe una
sola. Los autores postulan que el cambioen . |, .
variacion entre especies del efecto de AVT

el tiempo de hidratacion se deberia a que ., —
sobre la recaptaciéon de agua. Si bien en

el transporte transepitelial de sodio estaria _ . . . .
) o _ varios trabajos se ha intentado relacionar
acoplado a un mecanismo quimiosensorial

o . __dicha variacion en el efecto con diferencias
de evaluacion de la fuente de hidratacion a " . ,
) filogenéticas o ambientales, todavia no se
la cual estan expuestos los sapos. Resultados . .
o ha llegado a una clara conclusion debido a
similares se encontraron eB. puncatus

, que en los experimentos que lo realizaron se
(Von Seckendorff Hoff y Hillyard 1993) y . .
_ confunde filogenia con ambiente, ya que las
B. marinus(Maleeket al 1999). Aunque se

. o especies elegidas son de familias diferentes
sefiala que a 300mM de NacCl la efectividad

del iiorid N -1 1099 ero también presentan diferencias
e la amilorida es menor (Nagsial . )

L. _ _( gﬂ ,) ambientales marcadas (Wells 2007).
Seriainteresante investigar sieste fendmeno

también se produce @dhinella arenarum Nuestros resultados indican que la

Experimentos enBufo alvarius (Nagai

Mas aun, dado que hemos encontradopermeabilidad de la piel dB. arenarum
gue sin variacion de peso la conducta dese ve afectada por los canales de sodio
los sapos en el compartimiento meta delsensibles a amiloride y por las vias
corredor recto luego de 11 sesiones cambiaolinérgicas muscarinicas, mientras
(aumenta la permanencia en la pileta y laque no estaria involucrada la hormona
cantidad de desplazamientos), es esperabl&VT en esta capacidad. La misma se
gue en presencia de amilorida estosencuentra aumentada cuando se bloquean
comportamientos se vean disminuidos,los receptores de las vias colinérgicas
mostrando asi una participacibn de muscarinicas y disminuye cuando se
mecanismos quimiosensitivos en estosbloquean los receptores R adrénergicos
comportamientos. (Reboredaet al 1991), lo cual no sélo
esta mostrando que estaria regulada por
Fisiologia de la variacion de vias nerviosas, sino también que la accion
peso adrenérgica seria opuesta a la colinérgica.

. . Los resultados presentados en esta tesis
Los primeros estudios desarrollados en

. L constituyen sobre la base de nuestro
Rana pipienssobre la recaptacion de agua

conocimiento el primer reporte in vivo de
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la existencia de una regulacion colinérgicadeshidratacién por exposicion a soluciones

sobre la permeabilidad de la piel en anfibios, con alta salinidad no serian los mismos que
revelando ademas que su accion es contraritos desencadenados cuando los animales
a la via adrenérgica. pueden hidratarse desde soluciones con

. lini .
La permeabilidad, a diferencia de la baja salinidad

captacion de agua, no se ve afectada por Es interesante destacar que la mayoria de
la hidrataciéon inicial que presentan los los trabajos de investigacion se basan en la
animales al ser expuestos a una solucion deecaptacion de agua mediante la exposicion

115 mM de NacCl. Estos resultados indicande los animales a diferentes soluciones,

gue las diferencias en la captacion de agugero son muy pocos o0 ninguno los que

podrian ser explicadas en su totalidad porunse centran en dilucidar los mecanismos

fendmeno de 6smosis, ya que al relativizarinvolucrados en la evitacion de la pérdida de

el flujo de agua por la diferencia entre la agua cuando estan expuestos a soluciones
osmolaridad plasmatica y la osmolaridad de alta salinidad, como es el caso de los
externa desaparecen tales diferencias. experimentos planteados en esta tesis.

Los resultados muestran que la captacion Finalmente, los resultados de esta tesis
y pérdida de agua es diferente dependiend@bren un interrogante sobre cuales son
de la hidratacion inicial de los animales. los mecanismos que estarian involucrados
Dichas diferencias pueden ser explicadasen la evitacién de la deshidratacion de los
por diferencias entre la osmolaridad sapos que estan sometidos a ambientes de
plasmatica y la osmolaridad interna, ya quealta salinidad por un periodo prolongado, o
no haydiferencias en lapermeabilidad de losque debido a la accién antrdpica los mismos
animales segun el estado de deshidrataciérestdn expuestos a ambientes acuaticos
inicial que presentan los individuos. salinizados.

En cuanto a las drogas administradas, Tomando los resultados de esta tesis en su
ninguna produce efecto sobre la variacionconjunto, estamos ahora en condiciones de
de peso, por lo cual no pueden ser utilizadasncararafuturoexperimentosdeaprendizaje
en protocolos de aprendizaje con los(considerando la situacion estandar de los
parametros mencionados anteriormente,protocolos de entrenamiento en sapos)
en especial en los que se quiera observautilizando soluciones salinasymanipulando
cambios segun la aversividad de la solucionlos mecanismos colinérgicos asociados
presentada. de intercambio hidrosalino, logrando asi

o . una variaciébn de peso en los animales
En resumen, la amilorida y la atropina _ _ _
manteniendo la misma osmolaridad

varian la captacion de agua a través de la _ _ _
externa. Especialmente, soluciones salinas

- . : apetitivas de baja osmolaridad (por
expuestos a una solucion apetitiva mientras _

ejemplo, 115 mM de NaCl) en presencia de
blogueantes de los receptores colinérgicos

. . muscarinicos, mediante atropina. Este
gue los mecanismos involucrados en la

piel en los animales que se encuentran

gue no ocurre lo mismo cuando la solucién
es aversiva. Estos resultados indican

52



Conclusiones Generales

procedimiento ayudar4d a ampliar las - En términos generales, a mayor
condiciones de prueba a las que se pueddeshidratacion inicial mayor es la captacion
exponer a los anfibios para verificar en este = de agua que realizan los individuos
grupo la existencia de distintos fendmenosexpuestos a una solucion de 115mM de
de aprendizaje, muchos de ellos con unNaCl (soluciébn apetitiva), mientras que
origen temprano a nivel evolutivo (Muzed  la permeabilidad de la piel no presenta
al. 2011). variaciones. Este hecho muestra que las

. ., , diferencias en la captacion se deberian a la
La manipulacién de estos mecanismos

C s . ., diferencia entre la osmolaridad plasmatica
fisiologicos, involucrados en la captacion/

, , la osmolaridad externa (Experimento 3, 5,
pérdida de peso de los sapos, podra se}/ (Exp

. 6y9
entonces usada en animales al 80% de su y

PS para estudiar cambios sorpresivos en las - La amilorida produce un aumento en la
condiciones de recompensa y/ o castigo. Depermeabilidad de la piel y en la captacion de
esta forma, la utilizacion de estos nuevosagua en sapos expuestos a una solucion de
conocimientos ampliaran las posibilidades 115mM de NaCl durante 180 minutos. Esto
de entender la dinamica del balanceindica que existe una participacién de los
hidrosalino en anfibios en situaciones de  canales de sodio sensibles a amilorida en la
aprendizaje. permeabilidad de la piel (Experimento 3).
Sin embargo, a los 15 minutos de exposicién
(tiempo maximo de reforzamiento

- SaposRhinella arenarumparcialmente Uutilizado en protocolos de aprendizaje)
deshidratados aprenden a encontrar ursoélo los animales hidratados al 90% del PS
reforzador apetitivo (agua deionizada) muestran tales diferencias (esta condicion
que se encuentra en una posicién fija con  de hidratacion no es suficiente para generar
respecto a su cuerpo (derecha o izquierdayina respuesta conductual motivada de
(Experimento 1). forma estable).

CONCLUSIONES GENERALES

- La osmolaridad de la solucion - El benzamil produce un perfil general

utilizada como refuerzo en un aprendizajesimilar al que produce la amilorida en
instrumental produce variacién en el cuanto al aumento en la permeabilidad

comportamiento de los individuos. Si la de la piel y en la captacion de agua en una
osmolaridad es nula (agua deionizada,solucion de 115mM de NaCl (Experimento 5).

reforzador  apetitivo) los animales

tan | idez de | N - Globalmente, el bloqueo de los recep-
aumentan la rapidez de la respuesta C(?ntores Vs de AVT. mediante OPC31260. o

el entrenamiento. Por el contrario, Ssi . .
. . ~ produce cambios en la permeabilidad de la
la osmolaridad de la solucibn es media . . . .
o piel nien la captacion de agua de los anima-
(300mM de NacCl, solucidon neutra) o alta

B . les (Experimentos 6 y 7). La administracion
(800mM de NacCl, solucién aversiva) ese

tamient i hibe desde | q cronica de OPC31260, durante 5 dias, a ani-
comportamiento se inhibe desde la segunda )
p ) , g males deshidratados a un 80% de su PS no
sesion de entrenamiento (Experimento 2).

produce variacién en la captacién de agua
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de los mismos respecto de sus controlesuna solucién de concentraciéon media (300
(Experimento 8). Estos datos estan en conimM NacCl).

cordancia con los resultados de Reboreday
colaboradores (1991) sobre la poca o nula , o
participacién de la hormona AVT en el ba- esta tesis, estamos ahora en condiciones
lance acuoso eR. arenarum(estudios que
fueron realizados antes del descubrimiento
de las acuaporinas).

- A partir de los resultados generales de

de desarrollar nuevos experimentos de

aprendizaje en sapos que amplian las

condiciones de entrenamiento usadas

hasta el presente. En particular, empleando
- El bloqueo de los receptores colinérgicoscomo reforzadores distintas soluciones

muscarinicos, mediante atropina, producesalinas de cloruro de sodio y manipulando

un aumento de la captacion de agua y de ldos mecanismos colinérgicos asociados

permeabilidad de la piel en sapos expuestogsle intercambio hidrosalino (por ejemplo,

a una solucion de 115mM de NacCl (solucion soluciones salinas externas apetitivas de

apetitiva) desde los primeros 15 minutos baja osmolaridad, 115 mM de NaCl, en

(Experimento 9). El efecto contrario habia presencia de blogueantes de los receptores

sido encontrado cuando se blogquean loscolinérgicos muscarinicos mediante

receptores 3 adrenérgicos (Reboredal atropina).

1991). Estos resultados confirman que la

captacion de agua estaria regulada por vias

nerviosas y, lo que es mas significativo, que

las vias colinérgicas actuarian de forma

opuesta a las adrenérgicas. Sobre la base

de nuestro conocimiento, este es el primer

hallazgo in vivo en anfibios respecto del

aumento de la captacion de agua y de la

permeabilidad de la piel por efecto del

bloqueo de los receptores muscarinicos

de atropina, revelando también asi una

participacion colinérgica en este fenémeno.

-Los animales expuestos a una solucion de
300mM de NaCl no presentan cambios en
la permeabilidad ni en la captacién de agua
cuando son tratados con amilorida, atropina
u OPC31260 (Experimentos 4, 7y 10). Esto
indica que los mecanismos desencadenados
cuando los animales se rehidratan en una
solucion de baja concentracion salina (115
mM NaCl) serian diferentes a aquellos que
se activan cuando se deshidratan a partir de
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