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Variación del intercambio hidrosalino 

en el sapo Rhinella arenarum modulado por 

distintos mecanismos isiológicos y su 
relación con el aprendizaje instrumental

RESUMEN

En el desarrollo de esta tesis se estudió la manipulación de diferentes mecanismos isiológicos implicados en la 
captación o pérdida de agua del sapo común Rhinella arenarum con el in de encontrar diferentes reforzadores 
que pudieran ser aplicados en protocolos de aprendizaje instrumental. En primer lugar, se veriicó que los 
sapos aprenden a encontrar agua deionizada (reforzador apetitivo) localizada en una posición ija con respecto 
a su cuerpo (a la derecha o a la izquierda) y que dependiendo de la osmolaridad externa de la solución ésta 

puede ser aversiva (pierden peso), neutra (no ganan ni pierden peso) o apetitiva (ganan peso) produciendo 

cambios en el comportamiento de animales parcialmente deshidratados (alejamiento, cuando están expuestos 

a una solución aversiva, y acercamiento, cuando está presente una solución apetitiva). Luego, se comenzó con 

el estudio de los mecanismos de transporte de membrana (canales de sodio sensibles a amilorida), hormonales 

(arginina- vasotocina -AVT-) y nerviosos (vías colinérgicas) que podrían estar involucrados en la variación de 

peso de los individuos. El bloqueo de los canales de sodio, mediante amilorida, produjo una disminución de 

la captación de agua y de la permeabilidad de la piel. En contraste, el bloqueo de los receptores colinérgicos 

muscarínicos, mediante atropina, aumentó la captación de agua y la permeabilidad de la piel. Este último 

efecto se contrapone con el efecto encontrado cuando se bloquean los receptores ß adrénergicos, sobre la 

base de estudios previos obtenidos en nuestro laboratorio. De esta manera, se describe por primera vez, in 

vivo, en esta situación la participación de las vías colinérgicas y su antagonismo con las vías adrenérgicas en 

anibios. No se encontró efecto de AVT sobre la variación de peso. Es más, ninguna de las drogas utilizadas 
produce cambios en la permeabilidad o en la pérdida de agua cuando los individuos están expuestos a una 

solución neutra de 300mM de cloruro de sodio. Esto último indicaría que los mecanismos involucrados en la 

captación de agua son diferentes a los de preservación de la misma. Globalmente, los resultados de esta tesis 

nos permiten ahora estar en condiciones de encarar a futuro experimentos de aprendizaje (considerando la 

situación estándar de los protocolos de entrenamiento en sapos) utilizando soluciones salinas y manipulando 

los mecanismos colinérgicos asociados de intercambio hidrosalino. De esta forma, la utilización de estos 

nuevos conocimientos ampliarán las posibilidades de entender la dinámica del balance hidrosalino en anibios 

en situaciones de aprendizaje.

M a r ia n a  Ga b r ie la  Iu r m a n

Palabras Clave:  Rhinella arenarum, aprendizaje instrumental, AVT, amilorida, atropina, 
permeabilidad de la piel  
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Variation of  the exchange of  water 
and ions in the toad Rhinella arenarum 

modulated by different physiological 
mechanisms and their relationship to 

instrumental learning

ABSTRACT

In this thesis we manipulated different physiological mechanisms involved in the uptake or loss of water 

in the common toad Rhinella arenarum to identify reinforcers that could be used in instrumental learning 

protocols. First, we veriied that toads could learn to ind deionized water (appetitive reinforcer) located at 
a ixed position with respect to their body (right or left). Depending on osmolarity, this solution was found 
to be behaviorally aversive (they lose weight), neutral (they neither gain nor lose weight) or appetitive (they 

gain weight) to the partially dehydrated animal. Speciically, animals moved away from the aversive solution 
and moved towards the appetitive solution. Second, we studied the membrane transport (amiloride-sensitive 

sodium channels), hormonal (aginine vasotocin -AVT-) and neural mechanism (cholinergic) that could be 

involved in the variation in weight of the individual. The blockade of sodium channels with amiloride resulted 

in decreased water uptake and permeability of the skin. In contrast, blockade of muscarinic cholinergic 

receptors increased water uptake and permeability of the skin. This latter effect contrasts with the results 

previously seen in our lab when blocking beta adrenergic receptors. Thus, the work presented in this thesis is 

the irst description, in amphibians, of the participation of the cholinergic pathways in this behavior and their 
antagonism with the adrenergic pathways. There was no effect of AVT on weight change. Moreover, none of the 

drugs used produced changes in the permeability or water loss when individuals were exposed to a solution of 

300 mM sodium chloride. The latter suggest that the mechanisms involved in the uptake of water are different 

from those involved in its preservation. Overall, the results of this thesis allow us to now be able to address 

future learning experiments (considering the state standard training protocols in toads) using salt solutions 

and manipulating cholinergic mechanisms associated with water and ions exchange. Thus, the use of this 

new knowledge expands the possibilities of understanding the dynamics of the water balance in amphibians 

learning situations.

M a r ia n a  Ga b r ie la  Iu r m a n

Keywords: Rhinella arenarum, instrumental learning, AVT, amiloride, atropine, skin permeability
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INTRODUCCIÓN GENERAL 

Aprendizaje en anibios 

En general, las capacidades cognitivas de 

los anibios, en particular el aprendizaje y 
las bases neurológicas y isiológicas que lo 
modulan, han sido pobremente estudiadas 

en comparación con otras clases de 

vertebrados (peces, aves y mamíferos). 

Desde hace más de 30  años en nuestro 

laboratorio se han desarrollado diferentes 

metodologías con el in de evaluar 
comportamentalmente y isiológicamente 
los mecanismos por los cuales los sapos 

Rhinella arenarum (=Bufo arenarum) 

adquieren, procesan, guardan y actúan de 

acuerdo a la información ambiental, es decir 

estudiando la su cognición (Shettleworth  

2001). Esto incluye la percepción, la 

memoria, la toma de decisiones y el 

aprendizaje (Segura et al. 1967, Segura 

1969, Schmajuk y Segura 1982, Muzio et 

al. 1992, Daneri et al. 2007). 

Especíicamente en relación al 
aprendizaje, las situaciones experimentales 

desarrolladas para su estudio, podrían 

considerarse como arreglos particulares 

de contingencias entre eventos. A los 

animales se los expone a una combinación 

particular de contingencias y se observan 

los cambios en su comportamiento; si estos 

cambios ocurren y pueden ser atr ibuidos a 

la exposición a la contingencia entonces se 

puede inferir que aprendieron (Mackintosh 

1974).

Los primeros registros de aprendizaje 

instrumental en sapo común fueron 

publicados por Schmajuk y colaboradores 

en 1980 . En dicho experimento los animales 

parcialmente deshidratados (78% de su 

peso) debían recorrer un corredor recto, 

para encontrar en el compartimento, meta 

del mismo unas gotas de agua destilada 

(reforzador apetitivo). Con el paso de los 

ensayos, los sapos realizaban la tarea 

más rápidamente, mostrando de esta 

manera su capacidad de aprendizaje. Al 

inalizar esta etapa, se omitía el refuerzo 
comenzando con la etapa de extinción 

del comportamiento. Al cabo de dos días, 

los animales mostraban un tiempo de 

recorrido similar a cuando no habían 

aprendido, mostrando de esta manera la 

extinción del mismo. 

Este procedimiento luego fue mejorado 

introduciendo en el compartimento 

meta un recipiente con agua, donde los 

animales podían sumergir parcialmente 

el cuerpo. Además, se ampliaron los 

parámetros estudiados: desempeño en el 

primer ensayo de cada sesión, desempeño 

a lo largo de los ensayos dentro de cada 

sesión (tanto durante la adquisición 

como durante la extinción) y la captación 

de agua durante la adquisición. A partir 

del registro de la captación de agua se 

pudo analizar el consumo en cada sesión 

y a lo largo del entrenamiento. Los datos 

mostraron que durante la adquisición 
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estos animales (deshidratados al 80% de 

su peso estándar) consumían entre 1 y 2 

% de su peso por ensayo, y desarrollarían 

una tendencia al aumento de la captación 

de agua a medida que transcurrían los 

ensayos (Muzio et al. 1992). Mediante 

este mismo procedimiento, también se 

estudió el efecto de la lesión del pallium  

m edial (región homologa al hipocampo 

de mamíferos) sobre el aprendizaje. Los 

resultados mostraron que la adquisición y 

la captación de agua no fueron afectadas, 

pero sí hubo un retraso en la extinción del 

aprendizaje, sugir iendo que dicha área 

estaría involucrada en el aprendizaje de 

nuevas situaciones (Muzio et al. 1993).

Con estos antecedentes se comenzó el 

estudio sistemático de los fenómenos del 

aprendizaje basados en la adaptación 

de los animales frente a cambios en 

las condiciones de refuerzo. En líneas 

generales, estas situaciones implican 

evaluar el efecto de diferentes magnitudes 

y programas de refuerzo durante: (i) 

la adquisición, (ii) la resistencia a la 

extinción, (iii) la adaptación a cambios en 

la magnitud o calidad del refuerzo (Amsel 

y Stanton 1980).

Dentro de los fenómenos del aprendizaje, 

el efecto del reforzamiento parcial en 

la extinción, (mayor resistencia a la 

extinción luego de un reforzamiento 

parcial que después de uno continúo) fue 

estudiado sistemáticamente en individuos 

parcialmente deshidratados (80% del 

peso estándar) variando los siguientes 

parámetros: 

1) Tipo de reforzamiento parcial: 50% 

de los ensayos no reforzados, o reforzados 

con soluciones neutras (300mM de cloruro 

de sodio (NaCl)) o aversivas (800mM de 

NaCl) y el 50% de los ensayos restantes 

siempre con refuerzo positivo de agua 

deionizada; 

2) Tiempo entre ensayos: se utilizó 24hs, 

24hs vs 48hs y 15s vs 300s en 5 ensayos 

por día;

3) Tiempo de refuerzo: 20s, 80s, 300s, 

320s, 600s y 1280s. (Muzio et al. 1992, 

1994, 2006, 2011) 

Los resultados generales mostraron que 

los animales reforzados parcialmente 

tienen durante la adquisición un menor 

desempeño que aquellos que son reforzados 

continuamente. Además, no se encontraron 

diferencias en la extinción entre los 

grupos o una extinción más rápida en el 

grupo parcialmente reforzado. En cuanto 

a la variación en la captación de agua se 

encontró que no hay diferencias entre los 

grupos y que ésta aumenta a través de la 

adquisición. Es importante señalar que 

el reforzador apetitivo utilizado en todos 

estos experimentos fue agua deionizada, 

con excepción de un experimento donde 

el reforzamiento parcial fue realizado con 

soluciones salinas (Muzio et al. 2011). 

Otra serie de experimentos realizados 

involucraron el cambio en la magnitud 

del refuerzo, ya sea a in de estudiar el 
efecto de contraste negativo sucesivo 

(menor desempeño luego del cambio de un 

refuerzo grande a uno pequeño, comparado 

con un grupo que siempre recibe refuerzo 

pequeño) o el efecto de la m agnitud del 

refuerzo en la extinción (extinción más 

rápida después de un entrenamiento con 
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un refuerzo grande que con uno pequeño) 

(Muzio et al. 1992, Papini et al. 1995).

En términos generales, la magnitud 

del reforzador fue cambiada mediante 

la cantidad de agua destilada que se les 

proporcionaba para consumir (1 ml o 4 

gotas de agua destilada) o el tiempo de 

exposición a agua deionizada (20s, 80s, 

300s, 320s, 600s, o 1280s). Globalmente, 

los resultados indican que los animales 

que reciben un refuerzo  mayor (los cuales 

captan mayor cantidad de agua) tienen un 

mejor desempeño en comparación con los 

animales que reciben menor refuerzo. No 

se encontraron los efectos de contraste 

negativo ni diferencias en la extinción 

entre los grupos en los sapos. (Schmajuk 

et al. 1981, Muzio et al. 1992, Papini et al. 

1995).

El efecto de contraste negativo sucesivo 

también fue estudiado cambiando la 

calidad del refuerzo en vez de cambiar 

la magnitud del mismo. La modiicación 
de la calidad del refuerzo se llevó a cabo 

mediante el cambio en la osmolaridad 

de las soluciones externas a las cuales 

se exponía a los individuos. En estudios 

previos mostraron que la concentración 

plasmática de los sapos es 245 mOsm/

Kg, la cuál es isotónica con una solución 

externa de 115 mM de cloruro de sodio 

(Reboreda et al. 1991). La variación de 

peso que experimentan los anibios cuando 
se varia la osmolaridad externa desde 0 

(agua deionizada) a 1000mM de NaCl 

fue estudiada en individuos parcialmente 

deshidratados, dando como resultado que 

los animales expuestos a concentraciones 

iguales o mayores a 400  mM pierden peso, 

o sea, se deshidratan. Entre 0  y 200  mM 

ganan peso, mientras que entre 250  mM y 

350  mM no ganan ni pierden peso (Loza 

Coll y Muzio, en preparación). Teniendo 

en cuenta estos datos isiológicos y con el 
objetivo de estudiar el efecto de contraste 

negativo sucesivo consumatorio, los 

animales fueron asignados a un grupo 

Experimental, que recibía un refuerzo de 

mayor calidad (agua deionizada) y luego se 

cambiaba a un refuerzo de menor calidad 

(225, 212 o 200  mM de NaCl), o a un grupo 

Control que siempre recibía una menor 

calidad de refuerzo (225, 212 o 200  mM de 

NaCl, según corresponda). Los resultados 

indicaron que los individuos que recibieron 

una menor calidad de refuerzo comienzan 

no ganando ni perdiendo peso, aunque 

a medida que transcurren las sesiones 

empiezan a captar agua. Sin embargo, 

no se pudo evidenciar contraste negativo 

sucesivo (Muzio et al. 2011).

Una posible explicación por la cual no 

se encontró contraste sucesivo negativo 

en sapos podría ser consecuencia de no 

haber encontrado aún los parámetros 

correctos para revelarlo. En vista de esta 

interpretación y con el in de continuar 
con el estudio sistemático del aprendizaje 

instrumental y los efectos de cambios 

en las condiciones de refuerzo, durante 

el presente trabajo de tesis se estudió 

la modiicación de los mecanismos 
isiológicos involucrados en la variación 
de peso de los anibios. Así, mediante 
la manipulación de los mecanismos de 

regulación del intercambio hidrosalino, 

se podría producir una variación en la 

percepción de la calidad de los reforzadores 
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para ser usados luego en una situación de 

aprendizaje instrumental.

Biología de los anibios

Los anibios y su relación con el 
agua

Los Anibios están representados por 6.771 
especies diferentes que se agrupan en 3 

ordenes taxonómicos: Anura (5.966 especies), 

Caudata (619 especies) y Gymnophiona (186 

especies) (Frost 2013). Su distribución abarca 

todos los continentes con la excepción de la 

Antártida, extendiéndose desde el Círculo 

Polar Ártico hasta la Patagonia Argentina. Se 

han adaptado a un amplio rango de hábitats 

y de condiciones climáticas; se los encuentra 

en desiertos áridos y en profundos lagos de 

agua dulce, su estilo de vida puede variar 

desde una vida fosorial a vivir en el dosel de 

un bosque tropical, incluso se han registrado 

especies que pueden sobrevivir a períodos de 

congelamiento (Schmid 1982). 

La disponibilidad de agua y de ambientes 

húmedos afecta a casi todos los aspectos 

de la vida de los anibios (reproducción, 
osmoregulación, etc), por lo cuál es uno de 

los mayores determinantes de la distribución 

geográica y la distribución local de las 
especies (Rodríguez et al. 2005). Numerosos 

estudios se han llevado a cabo a in de estudiar 
la capacidad de los anibios a adaptarse a 
la variación en la disponibilidad de agua 

dentro de un amplio rango de condiciones 

ambientales (Katz 1989, Geise y Linsenmair 

1986, Ferreira y Jesus 1973). 

Los primeros estudios sobre las relaciones 

de los anibios con el agua datan de más de 
doscientos años. Robert Townson, en 1795, 

estableció las características principales 

de la conservación del agua de los anibios 
terrestres: alta tasa de evapotranspiración 

en un ambiente seco, rehidratación (“beber”) 

mediante la absorción de agua a través 

de la piel abdominal presionado contra 

sustratos húmedos, y el uso de la vejiga 

urinaria como un depósito de agua, la cuál 

puede ser reabsorbida cuando vuelven a la 

tierra  (Joergensen 1997). Posteriormente 

se realizaron diversas investigaciones que 

conirmaron la importancia de la piel en 
el intercambio de agua con el ambiente 

(Overton 1904, Maxwell 1913, Adolph 1925, 

1932, 1933), así como también que los 

anibios pueden tolerar niveles inusualmente 
altos de pérdida de agua en comparación con 

otros vertebrados  (Hall 1922).

En la naturaleza, los anibios terrestres 
deben enfrentar períodos de deshidratación 

que pueden ser muy variables temporalmente. 

Diversos mecanismos isiológicos, 
morfológicos y comportamentales fueron 

descriptos que posibilitarían la disminución 

de la tasa de deshidratación, como por 

ejemplo: formación de capullos de piel, 

resguardarse en madrigueras, esparcirse por 

la piel secreciones lipídicas, posturas que 

reducen la supericie expuesta, etc. (Ruibal y 
Shoemaker 1984, Navas et al. 2002, Schmid 

y Barden 1965, Pough et al. 1983). Si bien 

estos mecanismos disminuyen la tasa de 

deshidratación no la evitan totalmente, y en 

caso de no encontrar fuentes de hidratación, 

en ambientes secos, pueden morir al cabo 

de algunas horas. El primer registro de 

experimentos en los cuales se evaluaba 

la deshidratación de Rana tem poraria 

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 masa 

corporal los animales no se recuperaban 

cuando se los transfería al agua (Overton 

1904 en Joergensen 1997). Experimentos 

que incluyeron 10 especies de ranas y sapos, 

que van desde las especies xeróilas como 
Scaphiopus spp. a las acuáticas como Rana 

gry lio, mostraron una clara correlación entre 

el hábitat y la pérdida de agua corporal que 

pueden tolerar, que van desde un 60% de 

agua corporal en Scaphiopus spp. al 43% en 

la Rana aurora (semi-acuática) y alrededor 

del 40% en R. gry lio (Thorson y Svihla 1943).

Todos los anibios se rehidratan 
rápidamente en el agua dulce, ya sea que 

estén completamente sumergidos o que 

sólo tengan la piel ventral en contacto con 

ella, pero hay diferencias inter-especíicas 
en las tasas de rehidratación. En general, 

los anibios terrestres absorben agua más 
rápidamente que las especies acuáticas o 

semiacuáticas (Warburg 1965; Mullen y 

Alvarado 1976; Shoemaker y Nagy 1977). 

La tasa de absorción de agua también se ve 

inluenciada por la condición del animal. 
Los anibios deshidratados toman agua más 
rápidamente que los individuos totalmente 

hidratados, y pueden absorber el agua de 

los  suelos más secos (Spight 1967, Ruibal 

et al. 1969, Walker y Whitford 1970, Geise y 

Linsenmair 1988).

La piel de los anibios es la interface entre 
el organismo y el ambiente que lo rodea. Es 

el principal órgano involucrado tanto en la 

pérdida como en la captación de agua, así como 

también está involucrado en funciones tan 

diversas como intercambio gaseoso e iónico,  

secreción de sustancias que son utilizadas 

para la comunicación, reconocimiento 

sexual, antimicótico y antibiótico, provee de 

protección mecánica contra lesiones y  contra 

depredadores (Duellman y Trueb 1986). 

Morfológicamente, se pueden distinguir dos 

capas: exteriormente la epidermis y debajo 

de la misma la dermis. La epidermis consta 

de cuatro estratos: corneo (el más externo), 

granuloso, espinoso y basal o germinativo 

(productor de las células de reemplazo). Por 

debajo de éste se encuentra la dermis, la cuál 

está compuesta de un estrato laxo (entre 

sus principales componentes contiene a las 

células pigmentarias, los vasos sanguíneos 

y las glándulas exócrinas) y un estrato 

compacto (Duellman y Trueb 1986, Fox 

1986). 

En cuanto a la permeabilidad de la piel 

se ha encontrado que el lujo osmótico a 
través de la zona ventral generalmente es 

mayor que a través de la zona dorsal. A su 

vez, la zona pélvica (llamada parche pélvico) 

exhibe mayor permeabilidad comparada 

con las zonas pectorales (McClanahan 

y Baldwin 1969; Baldwin 1974; Yorio y 

Bentley 1977). Además de la diferencias en 

la permeabilidad, el parche pélvico también 

posee una mayor vascularización y mayor 

respuesta a la hormona arginina vasotocina 

(AVT) en comparación con el resto de las 

áreas (Bentley 1966; Yorio y Bentley 1977).

Mecan ism os regu lado res  de l 

balance hidrosalino 

Mediante la absorción/ pérdida de agua 

por la piel y la excreción/ reabsorción de 

los riñones y la vejiga se regula el balance 

hidrosalino en los anibios. Se han descripto 
mecanismos de transporte de agua e iones 

regulado por el sistema hormonal, el sistema 
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nervioso y canales y transportadores de 

membrana. En cuanto al sistema hormonal, 

diversos estudios establecieron a la hormona 

arginina vasotocina (AVT) como un factor 

importante en la regulación del balance 

hídrico de anibios. Esta hormona presenta 
una alta conservación a nivel evolutivo, 

mostrando la misma estructura en agnatos, 

anibios, reptiles y aves. Por otro lado, la 
estructura de la hormona antidiurética de 

mamíferos, arginina vasopresina (AVP), 

es distinta pero tiene efectos isiológicos 
análogos (Acher et al. 1997). Muchos 

anibios también son sensibles a la AVP, 
la cual ha sido ampliamente utilizada 

para investigar el balance acuoso (Heller y 

Bentley 1965).

El lujo osmótico de agua, usando piel 
aislada de Rana tem poraria, aumentó 

aproximadamente al doble cuando ésta 

fue tratada con hormona antidiurética, 

pero el lujo isotópico sólo aumentó un 
10% (Koefoed-Johnsen y Ussing 1953). La 

diferencia fue atribuida a cambios en los 

mecanismos de transporte de membrana. 

Estudios recientes mostraron que estos 

cambios se podrían deber a la inserción de 

acuaporinas (proteína de transmembrana 

involucrada en el transporte transcelular 

de agua) en membrana mediada por AVT 

(Suzuki y Tanaka 2009).

La tasa de consumo de agua a través de 

la piel de la Rana pipiens aumenta cuando 

se lesiona el cerebro medio o la médula 

oblonga (Adolph 1934); éste fue el primer 

registro de la existencia de regulación 

nerviosa sobre la captación de agua, dicho 

aumento fue irreversible y conducía a la 

muerte del individuo. Estudios in vitro en 

Rana esculenta y en Bufo bufo,  mostraron 

que la introducción externa de atropina, un 

antagonista colinérgico, así como también la 

de un agonista de receptores β-adrenérgicos 
aumenta la permeabilidad de la piel de los 

anibios (Kirschner 1953, Nielsen y Larsen 
2007). 

Por último, los canales de sodio que se 

encuentran en la membrana apical de las 

células del estrato granuloso de la piel, 

son la vía de absorción de sodio desde 

del ambiente o desde un compartimento 

de luido transcelular como orina, sudor, 
saliva, etc. El bloqueo de dichos canales 

mediante amilorida provoca la reducción 

de la introducción de sodio a las células y 

la subsecuente reducción en la captación de 

agua (in vitro, Koefoed-Johnsen y Ussing 

1958; in vivo, Hillyard y Larsen 2001).

Estudios sobre la biología y 
las  re laciones  con  e l agua de  

R hin e lla  a r en a r u m

Recientemente se realizó una revisión 

taxonómica del género Bufo y en base a 

características morfológicas y genéticas se 

incluyó a la especie Bufo arenarum  en el 

género Rhinella (Hensel 1867) (Pramuk  

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

los trabajos mencionados son previos al 

cambio de género hemos decidido usar 

indistintamente los dos géneros pero 

sin desconocer su nueva clasiicación 
taxonómica.

 Se ha registrado la presencia de B. 

arenarum desde el sur de Brasil hasta el 

sur de la Patagonia Argentina. Esta especie 

se encuentra en una gran variedad de 

nichos ecológicos dentro de sus áreas de 
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distribución, hasta la fecha no hay registros 

de su presencia en las altas cumbres de la 

cordillera pero sí a 1000 metros sobre el 

nivel del mar. Predominantemente se los 

suele encontrar cerca de charcas y lagunas 

de aguas dulces permanentes y son muy 

comunes alrededor de las construcciones 

urbanas (Cei 1959, Ruibal 1962).

Los primeros estudios sobre la resistencia 

de los sapos comunes a las condiciones 

ambientales extremas de distintas regiones 

de la argentina fueron realizados por Cei 

(1959) y registraron la pérdida de agua 

y la variación de peso en condiciones 

rigurosas de alimentación, temperatura 

(entre 23 y 26º C) y humedad (disminuida 

artiicialmente mediante cloruro de calcio). 
En dichas condiciones, en 11 meses el 50% 

de los animales que sobrevivieron fueron 

de la provincia de Mendoza, siendo los 

más resistentes. También demostró que 

el tamaño de los individuos se encuentra 

inversamente correlacionado con la tasa de 

deshidratación de los mismos (Cei 1959).

En la década de los ochenta en nuestro 

laboratorio se estudió el papel del sistema 

nervioso central en el control del balance 

acuoso en B. arenarum  (Segura et al. 

1982, 1982b). La lesión de distintas áreas 

del cerebro, así como la anestesia, la 

manipulación de los animales, el estado 

de coma reversible y la participación del 

control β-adrenérgico fueron manipulados 
a in de determinar su participación en el 
balance acuoso. El mismo fue estimado 

como la diferencia entre la captación de 

agua y la producción de orina en animales 

totalmente hidratados y con las vejigas 

vacías, luego de haber estado expuestos 

durante tres horas a agua corriente. Los 

resultados mostraron que lesiones en el área 

tegmental del meséncefalo y la destrucción 

de la médula espinal aumentan la captación 

de agua, contrariamente a lo observado 

en los animales hipoisectomizados que 
no registraron cambios en la captación 

con respecto a los animales con operación 

simulada. El balance acuosos fue negativo 

en todos los animales lesionados menos en 

los que se le lesionó la médula espinal, los 

cuales presentaron una mayor captación 

de agua con respecto a la producción 

de orina. La eliminación completa del 

sistema de secreción de la hormona 

antidiurética, arginina vasotocina, no 

produce cambios en la absorción de agua 

pero sí una poliuria y una extrema pérdida 

de peso. En cuanto a la participación de 

las catecolaminas en la captación de agua 

se estudiaron diferentes drogas inyectadas 

subcutáneamente: se utilizaron agonistas 

(Metaraminol e Isoprenalina) y antagonistas 

(Fenoxybenzamina y Propanolol) de los 

receptores alfa y beta adrenérgicos, así 

como también, Guanidina (antihipertensivo 

que reduce la liberación de catecolaminas) 

y Atropina (anticolinérgico). Los 

antagonistas de los receptores adrenérgicos 

y la Guanidina aumentaron la captación de 

agua, aunque en diferentes magnitudes. Los 

agonistas de los receptores adrenérgicos 

mostraron una disminución de la captación. 

Estos resultados conirmarían el control 
adrenérgico de la captación de agua. La 

inyección de atropina no produjo efecto 

sobre la captación de agua (Segura et al. 

1982, 1982b).

Otros estudios desarrollados también en 

nuestro laboratorio analizaron el efecto 
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de la deshidratación (rango de 0% a 40%) 

sobre el comportamiento de rehidratación 

de los animales. En este caso se observó 

que a mayor deshidratación mayor es el 

tiempo de permanencia en el agua, mayor 

es el peso inal luego de 24 hs en agua,  así 
como también mayor es la velocidad con la 

cual recorren un laberinto recto (Schmajuk 

y Segura 1982). La permeabilidad de la 

piel de los sapos durante la rehidratación 

correlaciona positivamente con el grado de 

deshidratación que presentan los animales 

(Reboreda et al. 1991). Estos resultados 

mostraron  que  la   deshidratación 

modificaría no sólo parámetros 

comportamentales sino también isiológicos 
relacionados con la absorción de agua a 

través de la piel en Bufo arenarum .

Reboreda y colaboradores (1987) 

estudiaron el efecto de la variación 

sorpresiva de la osmolaridad de las 

soluciones externas sobre la captación y la 

permeabilidad al agua de la piel de animales 

hidratados (con sus vejigas vacías) intactos 

o hipoisectomizados. El cambio en las 
condiciones externas (agua deionizada por 

una solución de 115 mM de cloruro de sodio) 

no produjo efectos sobre la captación de 

agua en intactos o hipoisectomizados. Si 
a la solución 115 mM de cloruro de sodio 

se le adicionaba clorhidrato de amilorida 

(250  mM) se observó una disminución de 

la captación en ambos grupos, así como 

también un incremento en el coeiciente 
osmótico de permeabilidad de la piel. De 

esta manera se demostró la participación 

de canales de sodio sensibles a amilorida 

en la regulación de la permeabilidad de 

la piel y de la captación de agua en sapos 

totalmente hidratados.

OBJETIVOS 

Durante la realización de la presente 

tesis se conjugaron los resultados previos, 

obtenidos en nuestro laboratorio, referidos a 

la regulación del intercambio iónico y acuoso 

y los estudios de aprendizaje instrumental, 

con el in de obtener diferentes reforzadores, 
mediante la manipulación de los mecanismos 

involucrados en el intercambio hidrosalino, 

que puedan ser utilizados en futuros estudios 

de aprendizaje instrumental en el sapo 

común Rhinella arenarum. 

Los objetivos especíicos de esta tesis son:

Ampliar el estudio de los parámetros 

asociados a la discriminación de los refuerzos 

utilizados en el aprendizaje instrumental en 

R. arenarum. 

Estudiar los mecanismos isiológicos 
involucrados en la variación de peso 

de animales de diferentes grados de 

deshidratación expuestos a soluciones de 

distinta osmolaridad. 

Estudiar la permeabilidad al agua de la 

piel de los sapos en diferentes grados de 

deshidratación y expuestos a soluciones 

isosmóticas (115 mM NaCl) y levemente 

hiperosmóticas (300 mM de NaCl) con el 

plasma de animales totalmente hidratados.

SERIE EXPERIMENTAL 1

Es tudio  de l com portam ien to  de  

discriminación de refuerzos

Introducción

Se entiende por discriminación a la 

capacidad que poseen los organismos 
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de detectar diferencias entre aspectos 

relevantes de su hábitat (O´ Keefe y 

Nadel 1978). En general, los estudios de 

discriminación fueron realizados con el 

interés de estudiar las habilidades que 

tienen los animales para diferenciar 

entre claves y entre lugares dentro de su 

ambiente. Además, se han desarrollado 

con el in de estudiar los límites del sistema 
perceptual/ sensorial y del aprendizaje 

basado en la habilidad de formar categorías 

(Ikeno 2004; Hempel de Ibarra y Giurfa 

2003; Zayan y Vauclair 1998; O´ Keefe y 

Nadel 1978). Los animales utilizan una 

amplia variedad de claves a in de resolver 
las diferentes tareas que deben realizar en 

su ambiente (Rodríguez et al. 1994).

En un procedimiento de aprendizaje 

instrumental, la discriminación ocurre 

cuando un estímulo condicionado (clave) es 

reforzado y otro cercano no lo es.  Aunque 

inicialmente el segundo estímulo produce 

una respuesta ésta se extingue por no 

ser reforzada, mientras que la respuesta 

condicionada del estímulo reforzado 

continuamente se mantiene en el tiempo.  

Discriminación, por lo tanto, es considerada 

como el resultado de combinar la adquisición 

y la extinción de diferentes respuestas ante 

estímulos o claves (Mackintosh 1974). Se 

puede distinguir entre claves externas al 

animal (como forma, color, olor o tacto) e 

internas, generadas por los mismos sujetos 

(como izquierda-derecha) (Day et al. 2003). 

Se han realizado estudios de discriminación 

con claves internas y externas, siguiendo un 

procedimiento de aprendizaje instrumental 

en un laberinto en Y, en un amplio rango 

de taxas, tanto vertebrados (ratas: O´ Keefe 

y Nadel 1978; anibios: Schmajuk et al. 

1980; reptiles: Day et al. 2003) como 

invertebrados (abejas: Giurfa et al. 2001; 

Hempel de Ibarra y Giurfa 2003). 

Sin embargo, la información sobre este 

tipo de aprendizaje para algunos taxas es 

escasa. Sólo se ha reportado un experimento 

de aprendizaje de discriminación de claves 

internas (derecha e izquierda) usando 

un laberinto en Y en anibios, realizado 
en nuestro laboratorio por Schmajuk 

y colaboradores (1980). Encontrar un 

refuerzo a la derecha o a la izquierda no 

sólo proporciona información sobre sus 

capacidades de discriminación de posición, 

sino también sobre las capacidades para 

distinguir la presencia o ausencia del 

reforzador que se le provee. Cabe aclarar que 

existen para este grupo taxonómico estudios 

previos de discriminación usando otro 

método de entrenamiento (caja de salto o 

escape, tanque con gradientes de intensidad 

de descargas eléctricas), utilizando en su 

mayoría refuerzos aversivos  (Muzio 1999; 

Williams 1967). 

Experimento 1: Discriminación 
de posición utilizando un refuerzo 
ape titivo  

En el primer experimento se estudió el 

comportamiento de discriminación de 

posición utilizando agua deionizada como 

reforzador, ampliando el trabajo previo 

de Schmajuk y colaboradores (1980). 

Los cambios más signiicativos en el 
procedimiento fueron: la determinación 

de peso mediante el vaciado de las vejigas 

(Ruibal 1962), la ampliación del intervalo 

de permanencia en el compartimento 

meta, la incorporación de un grupo control 

reforzado azarosamente y el registro de la 
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variación de peso que experimentaron los 

animales durante el período de adquisición.

Materiales  y Métodos

Sujetos: Se utilizaron 12 sapos machos 

adultos de la especie Rhinella arenarum de 

la Provincia de Buenos Aires.

Selección de los sujetos: Tras su arribo 

al laboratorio se realizó una selección de 

los animales experimentales mediante la 

aplicación de un examen general de aptitud 

que consta de los siguientes puntos: 

1. Pupilas: comprobar la simetría y 

reactividad a la luz. 

2. Relejo vestíbulo‐ocular: constatar la 

tendencia del globo ocular a permanecer en la 

misma posición relativa ante un movimiento 

de la cabeza en el sentido inferior‐superior. 

3. Relejo vestíbulo‐cefálico: observar la 

tendencia de la cabeza a permanecer en la 

misma posición relativa ante un movimiento 

en sentido inferior‐superior. 

4. Abrazo sexual: constatar su existencia y 

su liberación. 

5. Enderezamiento: observar que el animal 

se endereza inmediatamente al ser colocado 

en posición cúbito‐dorsal. 

6. Constatar la presencia de las siguientes 

respuestas de defensa: 

a. Respuesta de defensa catatónica: 

inmovilidad de animal al oprimir el esternón. 

b. Respuesta de defensa cefálico “unken”: 

el animal empuja hacia adelante al poner un 

elemento en contacto con la trompa. 

c. Respuesta de defensa “kicking”: el 

animal da una patada al estimularse los 

lancos. 

7. Marcha a saltos: observar que la marcha 

del animal sea sin tropiezos. 

8. Relejo de esfínteres: observar liberación 
de orina durante la manipulación. 

9. Canto: veriicar su existencia al tomar al 
animal por sus lancos. 

10. Morfología: observar la presencia de 

simetría general. 

Procedim iento previo general: Durante 2 

semanas, previo al inicio del experimento, 

los animales fueron habituados a las 

condiciones del laboratorio. Se los alimentó 

con alimento balanceado para animales 

insectívoros (Cedé) y larvas de Zophobas 

m orio vivas. Durante la primer semana se 

la agregó a la comida un desparasitante 

(Mebutar Compuesto, Lab. Andrómaco, 

½  comprimido/ 200gr de alimento, dosis 

única) y un antibiótico (Baytril 50mg, Lab. 

Bayer, 1 comprimido/ 200gr de alimento, 

1 dosis diaria en 7 días continuados) de 

acuerdo a un protocolo adecuado a la 

especie (Dr. Troyano, J .C.; comunicación 

personal). 

Dispositivo experim ental: Se utilizó 

un laberinto en Y de Plexiglas con piso 

verde, paredes negras y tapas superiores 

transparentes. Cada brazo de 40 cm de 

longitud x 12 cm de ancho x 20 cm de 

alto. El punto de decisión triangular 

separa los brazos 120 grados entre 

ellos. El compartimento de partida y los 

compartimentos meta estaban delimitados 

por una puerta guillotina accionada por 
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el experimentador. Solo en uno de los 

compartimentos meta se encontraba un 

recipiente (pileta) lleno de agua deionizada 

que funcionaba como reforzador, en el otro 

compartimento la pileta poseía agua, pero 

fuera del alcance del animal (una rejilla 

evitaba en contacto del animal con el líquido 

dentro del contenedor). Este procedimiento 

posee la inalidad de evitar que los animales 
se guíen 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 

decisión. Durante el entrenamiento el 

cuarto se encontraba con las luces generales 

apagadas y el experimentador posicionado 

en el centro del compartimento de salida 

registrando los movimientos del animal 

a través de un espejo ubicado al frente. El 

cuarto experimental poseía temperatura (23 

± 3 ºC) y humedad (50% ± 5%) constante 

y se encontraba aislado acústicamente 

mediante un parlante conectado a un 

generador de ruido blanco (frecuencias 

entre 20-30.000Hz).   

 Determ inación de Peso estándar: El 

día previo a comenzar con el experimento 

se determinó el peso estándar (PS) de los 

animales. Se deine Peso Estándar de un 

animal como el peso del mismo cuando se 

halla hidratado ad libitum  pero con sus 

vejigas vacías (Rubial 1962). 

Para el registro se utilizó una balanza 

digital Moretti Moretti NJW-1500 (rango 

0‐1500g.; precisión 0 .05 g.) y los valores 

variaron entre 83 y 129 g de PS. 

Procedim iento experim ental: Los 12 ani-

males seleccionados previamente fueron 

divididos en dos grupos, no registrándo-

se diferencias entre los PSs de los mismos 

(F
(1,10)

= 0.004, p= 0 .94)  Los grupos fueron 

los siguientes:

Experimental (n=6): los animales 

encontraban la pileta reforzada al inal del 
pasillo de la derecha o a la izquierda. A in 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 ija era necesario para resolver con 
éxito la consigna.

Control (n=6): los animales de este 

encontraban la pileta reforzada en el brazo 

de la derecha o de la izquierda, de manera 

pseudoazarosa (no más de dos veces en el 

mismo lado)

Los animales de ambos grupos tuvieron 

2 sesiones de pre-entrenamiento (1 ensayo 

cada sesión) y 12 sesiones de entrenamiento 

(adquisición). Los animales comenzaron 

los ensayos al 80 % de su peso estándar. 

Esto se logró mediante un proceso de 

deshidratación diario en jaulas, a in de 
aumentar la motivación de los individuos 

en la búsqueda de agua. Este protocolo de 

deshidratación es usualmente utilizado en 

anibios y ha demostrado ser no demasiado 
estresante, e incluso motivante (Brattstrom 

1990). Antes y después de cada sesión se 

registró el peso del animal, calculándose así 

la variación de peso. Los entrenamientos 

se realizaron de manera diaria entre las 

13:00 y las 19:00hs. Los animales fueron 

mantenidos en contenedores plásticos 

individuales durante todo el período 

experimental.
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Pre-entrenam iento: Todos los sujetos 

fueron sometidos a dos días de pre-

entrenamiento con el in de habituarlos a 
las condiciones experimentales. Durante las 

sesiones de pre-entrenamiento los animales 

podían desplazarse libremente dentro del 

dispositivo experimental. La duración de 

cada sesión de pre-entrenamiento fue de 10 

minutos.

1. Primera sesión: Se colocó una 

gota de agua deionizada a la salida del 

compartimento de partida, otra en el punto 

de decisión y otra antes de cada una de las 

piletas.

2. Segunda sesión: se colocaron gotas de 

agua en el punto de decisión y antes de cada 

pileta.

Al inalizar los 10 minutos, si el animal no 
había accedido a ninguna pileta, se lo subió 

a la más cercana y se lo dejo allí 5 minutos. 

Durante estas sesiones se observó la 

tendencia de giro natural del animal, la cual 

fue contrapuesta durante el entrenamiento 

(colocando al sujeto en el grupo de giro 

contrario).

Entrenam iento: Al día siguiente del 

último pre-entrenamiento se inició la fase 

de entrenamiento diario que consto de 12 

sesiones de 3 ensayos cada una. Cada ensayo 

se iniciaba pesando al animal y colocándolo 

suavemente en el compartimento de 

partida con la puerta guillotina cerrada. 

Luego de 30 segundos se abría la puerta 

guillotina. Cuando el animal abandonaba 

el compartimento de salida se contabilizaba 

la latencia de partida (tiempo máximo de 3 

minutos). Se observaba el comportamiento 

del animal en el laberinto y se registraba 

el Tiem po de Recor r ido (hasta que se 

subía a una p ileta o un  t iem po m áxim o 

de 2 m inutos) y el Tipo de Respuesta 

(Cor recta: si acced ió a la p ileta 

reforzada, Incor recta: no accedió a la 

p ileta reforzada). Una vez que accedía a 

alguna de las p iletas se cer raba la puer ta 

gu illot ina de ese com par t im en to y se 

le daba en tonces al an im al un  t iem po 

de 2 m inutos de acceso a la p ileta, 

concluyéndose el ensayo. El in tervalo 

en tre ensayos fue de 2 m inutos (donde 

el an im al perm anecía en  su con tenedor 

ind ividual). Una vez finalizada la sesión 

(3 ensayos) el an im al era ret irado del 

laber in to, pesado y devuelto finalm en te 

a su recip ien te hasta el d ía sigu ien te.

En  caso de ensayo er róneo, luego del 

ensayo no reforzado se procedía a realizar 

un  ensayo forzado. En  este ensayo 

forzado se anu la el brazo incor recto con 

lo cual el an im al sólo puede ir  hacia la 

p ileta reforzada, donde perm anecía 2 

m inutos. 

El piso del laberinto fue limpiado con un 

trapo húmedo luego de cada ensayo, al igual 

que las paredes. Este es un procedimiento 

utilizado generalmente para eliminar el uso 

de claves de olor para la orientación (Adler, 

1980).

Se estableció un  Cr iter io de Aprendizaje: 

este cr iter io fue de un  m ín im o del 75% 

de respuestas cor rectas en  3 sesiones 

consecut ivas (7 de 9 ensayos cor rectos).

Análisis de las var iables: Las var iables 

dependien tes que se regist raron  duran te 

los ensayos fueron :
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1.  La te n c ia  d e  p a r t id a: t iem po que 

tarda el an im al en  salir  con  sus cuatro 

m iem bros del com par t im en to de 

salida.

2 .  Tie m p o  d e  re co r r id o: t iem po 

que tarda el an im al desde que sale 

del com par t im en to de par t ida hasta 

que ingresa a alguno de los dos 

com par t im en tos m eta. 

3 .  Tip o  d e  re s p u e s ta: cor recta 

(elección  del com par t im en to con 

p ileta reforzada) o incor recta 

(elección  del com par t im en to con 

p ileta sin  refuerzo). Esta var iable 

se expresó com o % de Respuestas 

cor rectas por  sesión .

4 .  Peso pre y post sesión: peso del 

an im al al in iciar  y al finalizar  cada 

sesión . Con  estos datos se obtuvo 

la var iación  absolu ta de peso (peso 

post  sesión  - peso pre sesión ). Esta 

d iferencia de peso fue luego d ivid ida 

por  el peso estándar  del an im al y 

m ult ip licada por  10 0 . Esto br inda 

una m edida relat iva de la var iación 

de peso, o sea, de la captación  de 

agua por  par te del an im al.

Estadística: Las dos variables dependien-

tes porcentaje de respuestas correctas por 

sesión y variación del peso por sesión es-

tuvieron sujetas a un análisis de varianza 

(ANOVA) con medidas repetidas, seguido 

de una comparación de a pares utilizando el 

test LSD (Least Signiicant Difference). En 
todos los casos para estas comparaciones, la 

signiicancia fue evaluada estableciendo el 
valor de alfa en el nivel 0 .05.

Resu ltados  

Los animales del grupo que poseían 

el refuerzo en la posición ija (derecha 
o izquierda) alcanzaron el criterio 

de aprendizaje luego de 12 días de 

entrenamiento. El análisis mostró  

diferencias entre los grupos (F
(1,10)

=13.4 

p<0,05), aunque no se encontraron a lo 

largo de las sesiones (F
(11,110)

=1.32 p=0.22) 

y no hubo interacción entre los factores 

(F
(11,110)

=1.65 p=0.09). Los individuos del 
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Fig. 1: Porcentaje de respuestas correctas por sesión. La línea puntada señala 
el criterio de aprendizaje. La estrella indica diferencias signiicativas entre 
los grupos en las sesiones indicadas y las barras el error estándar.
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grupo experimental en las últimas tres 

sesiones de entrenamiento presentaron un 

mayor porcentaje de respuestas correctas 

que los del grupo control (F
(1,10)

=12.25 

p<0,05). Contrariamente a las primeras 

tres sesiones que no se hallaron diferencias 

entre los grupos (F
(1,10)

=0,028 p>0,05). 

Durante estos dos períodos de tres sesiones 

no se encontraron diferencias de porcentaje 

de respuestas correctas durante las 

sesiones (primeras tres sesiones F
(2,20)

=0,52 

p>0,05, últimas tres F
(2,20)

=0.58 p>0,05) 

ni se  encontró   interacción (primeras 

tres sesiones F
(2,20)

=1,19 p>0,05 y últimas 

tres F
(2,20)

=0,08 p>0,05). Los datos se 

muestran en la Figura 1 donde se presenta 

el % de respuestas correctas por sesión de 

entrenamiento para cada 

grupo. Cada punto en el 

gráico es el promedio de 
los datos recolectados para 

todos los animales del grupo 

correspondiente. 

La latencia de partida 

(datos no mostrados) no 

manifestó diferencias entre  

los grupos (F
(1,10)

=3.44 

p=0.09), pero sí a lo largo 

de las sesiones (F
(11,110)

=2.57 

p<0.05). Tampoco hubo 

interacción entre los factores 

(F
(11,110)

=1.12 p=0.37). En 

las últimas tres sesiones de adquisición, la 

latencia de partida fue menor en el grupo 

experimental que en el grupo control 

(F
(1,10)

=5.07 p<0.05). En contraste, en las 

primeras tres sesiones esta diferencia no fue 

observada (F
(1,10)

=0,72 p>0.05). En dichos 

períodos de sesiones no se observaron 

diferencias entre las sesiones (sesiones 1-3, 

F
(2,20)

= 0,34 p>0,05 y sesiones 10-12, F
(2,20)

= 

1,98 p>0,05) ni la existencia de interacción 

(sesiones 1-3, F
(2,20)

=1,38 p>0,05 y sesiones 

10-12, F
(2,20)

= 1,43 p>0,05).

Tampoco se observaron diferencias 

entre los grupos en el tiempo de recorrido 

promedio (datos no mostrados) a lo largo 

de las sesiones (F
(1,10)

= 0.92, p>0.05), pero 

sí se encontró una disminución del mismo 

en el tiempo (F
(11,110)

=1,38, p<0,05), en tanto 

que no hubo  interacción entre los factores 

(F
(11,110)

=0,26, p>0.05).

En cuanto a la variación de peso se 

encontró una mayor captación en el grupo 

experimental con respecto al control 

(F
(1,10)

= 12.43, p>0.05), así como también 

diferencias en el tiempo (F
(11,110)

=3,94, 

p<0,05). No hubo interacción entre los 

factores (F
(11,110)

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

En este caso se consideró la captación 

durante toda la sesión, sin tener en cuenta 

la cantidad de ensayos reforzados. 

Fig.2: Variación de peso de los animales durante la sesión. Los puntos 
indican el promedio de la variación de peso de los individuos del grupo 
correspondiente. La estrella indica diferencias signiicativas entre 
los grupos en las sesiones indicadas y las barras el error estándar.
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Cuando se relativiza la variación de peso 

de los animales durante la sesión según 

el número de ensayos reforzados (Figura 

3) no se encontraron diferencias entre los 

grupos a lo largo de las sesiones (F
(1,10)

= 

0,005, p>0.05).  Por lo tanto, las diferencias 

mostradas en la Figura 2 podrían explicarse 

por diferencias en la cantidad de ensayos 

reforzados por sesión.

Finalmente, se realizó un análisis 

variación de peso relativizada a la cantidad 

de ensayos reforzados registrada en la 

primera sesión con respecto a la última 

sesión entre los grupos. El análisis mostró 

que no hay diferencia entre la primera 

sesión y la última (F
(1,10)

= 0.03 p>0.05), ni 

entre los grupos para esas dos condiciones 

(F
(1,10)

= 0.58 p>0.05), así como tampoco 

interacción entre los factores (F
(1,10)

= 0.93 

p>0.05) (Figura 4).

Discusión

Los resultados mostraronn que los 

sapos parcialmente deshidratados pueden 

aprender a encontrar agua cuando ésta se 

encuentra en una posición ija con respecto 
a su ubicación (derecha o izquierda). La 

adquisición de dicho comportamiento 

requirió de 12 sesiones de tres ensayos por 

día. El tiempo de adquisición encontrado 

previamente por Schmajuk y colaboradores 

(1980) fue de 8 sesiones. Las diferencias 

pueden ser atribuidas a una mayor cantidad 

de refuerzos por sesión (5 ensayos por sesión) 

y/ o a una mayor captación por ensayo de los 

animales (promedio de 1,5 gr por ensayo de 

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

de sesiones fueron requeridas para que los 

sapos realizarán dicha discriminación de 

claves de posición en un laberinto en cruz 

con un arreglo espacial en T (Daneri et al. 

2011). En este caso, la cantidad de ensayos 

y tiempo de reforzamiento fueron los 

mismos, pero en ese laberinto los animales 

debían recorrer el doble de la distancia para 

acceder al refuerzo (80 cm de cada brazo), lo 

cuál podría ser el motivo del mayor tiempo 

de adquisición.

Con respecto a la latencia de partida y 

al tiempo de recorrido, se observó que 

los animales del grupo Experimental, 

coincidentemente con el alcance del criterio 

Fig.4: Variación de peso de los animales durante 
la sesión relativizado a la cantidad de ensayos 
reforzados por grupo durante la sesión 1 y 12. Las 
barras indican el error estándar.
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de aprendizaje, salen más rápido del 

compartimento de salida pero recorren el 

laberinto en el mismo tiempo que los animales 

del grupo Control. Con lo cuál la latencia de 

partida sería un buen indicador del proceso 

de aprendizaje, al contrario del tiempo de 

recorrido. Estos resultados indicarían que 

en un aprendizaje instrumental, en donde 

los animales tienen que tomar una decisión 

para obtener un refuerzo, el tiempo en 

que recorren el laberinto no es un buen 

indicador de aprendizaje (Daneri 2010, 

Brattstrom 1990), al contrario de lo que 

sucede en un aprendizaje instrumental en un 

corredor recto. Esto se debería a que una vez 

tomada la decisión de girar a la izquierda o 

la derecha no hay posibilidad de corrección, 

por lo cual la ejecución de la respuesta debe 

ser veriicada convenientemente (tomando 
así más tiempo su procesamiento). Esta 

situación no se presenta en una respuesta de 

corredor recto, donde el sujeto no debe optar 

por vías alternativas de elección, teniendo 

simplemente que acercarse a la meta a través 

del corredor para obtener el refuerzo.   

El grupo Experimental tuvo mayor 

captación de agua que el grupo Control, 

pero dicha diferencia en la variación de peso 

desaparece cuando se relativiza a la cantidad 

de ensayos reforzados. A diferencia de otros 

experimentos de aprendizaje instrumental 

(Muzio et al. 1992), no se encontró una 

tendencia al aumento de la captación de 

agua a medida que transcurrían los ensayos.

Experim en to  2 : Es tudio  de  

discriminación utilizando como 
estímulo diferentes soluciones 
salinas  

Como se mencionó anteriormente, se 

realizaron estudios previos en los cuales 

se varió la calidad del refuerzo mediante 

el cambio en la concentración de cloruro 

de sodio (NaCl) de la solución usada 

como reforzador. En dichos experimentos 

los animales eran testeados en una caja 

de salto,  un grupo recibía una solución 

de agua deionizada y luego se cambiaba 

a una solución de osmolaridad mayor 

(hipertónica), mientras que el otro grupo 

recibía una solución de osmolaridad mayor 

desde el comienzo. También se utilizaron 

soluciones de diferentes salinidades en 

experimentos de reforzamiento parcial 

en los cuales el 50% de las veces eran 

reforzados con agua y el otro 50% de las 

veces con una solución de NaCl 300mM 

o 800mM. El resultado más destacado 

es que la exposición a una solución salina 

altamente hipertónica (800mM de NaCl) 

en 50% de los ensayos de adquisición 

inhibió completamente el comportamiento 

de recorrer el corredor recto (Muzio et al. 

2011).

El siguiente experimento tiene como 

objetivo estudiar el cambio en el 

comportamiento de animales que son 

expuestos a soluciones de diferentes 

concentraciones de NaCl desde el comienzo 

del entrenamiento y en todos los ensayos. 

Para este experimento se utilizó un 

corredor recto, que es un laberinto más 

sencillo 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 así la adquisición 

del aprendizaje. Los sapos se entrenaron 

en tres situaciones diferentes: reforzados 

apetitivamente con agua deionizada (ganan 
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peso), reforzados en una solución neutra de 

300mM NaCl (no ganan ni pierden peso), 

y reforzados en un solución aversiva de 

800mM NaCl (pierden peso).

Materiales  y Métodos

Sujetos: Se utilizaron 18 sapos machos 

adultos de la especie R. arenarum de la 

Provincia de Buenos Aires.

Selección de los sujetos y  procedim iento 

previo general: Se realizó el mismo 

procedimiento que en el Experimento 1.

Dispositivo experim ental: Se utilizó un 

corredor recto de Plexiglás negro de 100 cm 

de largo, 12 cm de ancho y 20 cm de alto, 

posee una tapa transparente que provee 

aislación acústica y permite la visualización 

de los individuos que es realizada a través de 

un espejo rectangular colocado por encima 

del corredor en un ángulo conveniente. El 

laberinto está dividido en un compartimento 

de partida (20 cm de largo), un corredor 

(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 

compartimento meta desde el corredor. 

En el compartimento meta se encuentra 

un recipiente plástico de 13 cm de largo x 

10 cm de ancho y 3 cm de alto, en el cual 

son colocadas las soluciones utilizadas en 

el experimento. En cada una de las tres 

secciones hay una luz blanca de 15 W que 

provee una iluminación uniforme durante 

todo el recorrido.  

Determ inación de Peso estándar: El día 

previo a comenzar con el experimento se 

determinó el peso estándar (PS) de los 

animales y se utilizó la misma balanza del 

Experimento 1. Los valores variaron entre 

97,6 g y 141,7 g. 

Procedim iento experim ental: Los 18 ani-

males seleccionados previamente fueron di-

vididos en tres grupos, seis en cada uno re-

gistrándose diferencias entre los PSs de los 

mismos (F
(1,12)

 = 1,94, p>0.05). Los grupos 

fueron los siguientes:

Grupo Agua Deionizada (AD): los 

animales encuentran agua deionizada en el 

compartimento meta. (n=6)

Grupo 300: los animales encuentran 

una solución de 300 mM de NaCl en el 

compartimento meta. (n=6)

Grupo 800: los animales encuentran 

una solución de 800 mM de NaCl en el 

compartimento meta. (n=6)

Los animales de todos los grupos 

tuvieron 3 sesiones de pre-entrenamiento 

de 10 minutos cada uno y 18 sesiones de 

entrenamiento. Cada sesión consta de 1 

ensayo diario. Los animales comenzaron 

los ensayos al 80 % de su peso estándar 

deshidratados usando el mismo protocolo 

que el Experimento 1. Antes y después 

de cada sesión se registró el peso del 

animal, calculándose así la variación de 

peso. Los entrenamientos se realizaron 

de manera diaria entre las 13:00 y las 

19:00hs. Los animales fueron mantenidos 

en contenedores plásticos individuales 

durante todo el período experimental.

Pre-entrenam iento: Todos los sujetos 

fueron sometidos a tres días de pre-

entrenamiento con el in de habituarlos a 
las condiciones experimentales. Durante las 

sesiones de pre-entrenamiento los animales 
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podían desplazarse libremente dentro del 

dispositivo experimental. La duración de 

cada sesión de pre-entrenamiento fue de 10 

minutos.

1. Primera sesión: Se colocó una 

gota de agua deionizada a la salida del 

compartimento de partida, otra en la mitad 

del corredor y la última frente a la pileta en 

el compartimento meta.

2. Segunda sesión: se colocaron gotas de 

agua en la mitad del corredor y la última 

frente a la pileta en el compartimento meta.

3. Tercera sesión: se colocaron gotas de 

agua al frente a la pileta en el compartimento 

meta.

Al inalizar los 10 minutos, si el animal no 
había accedido a la pileta, se lo subió a la 

misma dejándolos durante 2 minutos. 

Entrenam iento: Al día siguiente del 

último pre-entrenamiento se inició la fase 

de entrenamiento diario que constó de 18 

sesiones de 1 ensayos diario. Cada ensayo 

se inició pesando al animal y colocándolo 

suavemente en el compartimento de partida 

con la puerta guillotina cerrada. Luego de 

30 segundos se abría la misma. Cuando 

el animal abandonaba el compartimento 

de salida se contabilizaba la latencia de 

partida (tiempo máximo de 5 minutos). Se 

observaba el comportamiento del animal 

en el laberinto y se registraba el Tiempo de 

Recorrido (hasta que se subía a una pileta o 

un tiempo máximo de 2 minutos). Una vez 

que accedía a la pileta se cerraba la puerta 

guillotina y el animal permanecía 2 minutos 

en el compartimento meta (tiempo de 

reforzamiento), de esta manera se daba por 

concluida la sesión. El animal era retirado del 

laberinto, pesado y devuelto inalmente a su 
recipiente hasta el día siguiente. En caso de 

que el animal no llegara al compartimento 

meta dentro de los 2 minutos, el animal 

era llevado cuidadosamente hasta la pileta 

donde permanecía 2 minutos. 

En el compartimento de llegada, una 

vez que el animal entraba con sus cuatro 

patas y se cerraba la puerta guillotina, se 

registraban los movimientos de los mismos 

mediante una cámara de video digital Sony 

Handycam DCR-SR47. Nota: Durante el 

desarrollo de este experimento, luego de la 

sesión 11, sufrimos el hurto de la cámara de 

video en el laboratorio. Dado que la respuesta 

en el tiempo de recorrido al momento de la 

sesión 11 mostraba una buena adquisición, 

decidimos incluir entonces todas las 

variables videoregistradas hasta esa sesión.

El piso del laberinto fue limpiado con un 

trapo húmedo luego de cada ensayo, al igual 

que las paredes. Este es un procedimiento 

utilizado generalmente para eliminar el uso 

de claves de olor para la orientación (Adler, 

1980).

Análisis de las variables: Las variables 

dependientes que se registraron durante los 

ensayos fueron:

1. Latencia de  Partida: tiempo que 

tarda el animal en salir con sus cuatro 

miembros del compartimento de salida.

2. Tiem po  de  reco rrido : tiempo 

que tarda el animal desde que sale del 

compartimento de partida hasta que ingresa 

a alguno de los dos compartimentos meta. 

3.  Peso pre y post sesión: peso del 

animal al iniciar y al inalizar cada sesión. 
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Con estos datos se obtuvo la variación 

absoluta de peso (peso post sesión - peso 

pre sesión). Esta diferencia de peso fue 

luego dividida por el peso estándar del 

animal y multiplicada por 100. Esto brinda 

una medida relativa de la variación de peso, 

o sea, de la captación de agua por parte del 

animal.

Las variables que se registraron en el 

compartimento de llegada fueron:

Tiem po  de  pe rm anencia en  pile ta 

(seg) : tiempo en el cual el animal se 

encontraba con sus cuatro extremidades 

sobre la pileta.

Desplazam ien tos : cantidad de veces 

que el animal modiica la posición del parche 
pélvico dentro de la pileta mientras este se 

encuentra en el tiempo de permanencia en 

pileta. 

Fro taciones : cantidad de veces durante 

el tiempo de permanencia en pileta en la 

que el animal realiza movimientos laterales 

rítmicos y estereotipados de su cintura 

pélvica extendiendo  sus extremidades 

posteriores, conducta que permite frotar 

su parche pélvico contra el sustrato de un 

modo fácilmente apreciable. 

Estadística: Las dos variables 

dependientes porcentaje de respuestas 

correctas por sesión y variación del peso por 

sesión estuvieron sujetas a un análisis de 

varianza (ANOVA) con medidas repetidas, 

seguido de una comparación de a pares 

utilizando el test LSD (Least Signiicant 
Difference). En todos los casos para estas 

comparaciones la signiicancia fue evaluada 
estableciendo el valor de alfa en el nivel 

0 .05.  

Para las variables desplazamiento y frota-

ciones se transformaron a tasa de despla-

zamientos (cantidad de desplazamientos/  

log
10

 de tiempo de permanencia en pileta) 

y tasa de frotaciones (cantidad de frotacio-

nes/  log
10

 de tiempo de permanencia en pi-

leta) para su posterior análisis. 

Resu ltados  

Los animales del grupo AD disminuyen 

el tiempo de recorrido del laberinto a lo 

largo de los ensayos (Figura 5). El Grupo 

300 y el grupo 800 al segundo ensayo 

registraron el tiempo máximo de recorrido 

no llegando al compartimento meta. Al inal 
del entrenamiento el grupo 300 presenta 

una tendencia a disminuir el tiempo de 

recorrido, mientras que el grupo 800 

permanece sin llegar al compartimento 

meta. Un ANOVA de una vía para la última 

sesión mostró diferencias entre los grupos 

F
(2,15)

=8,6 p<0,05; el análisis post hoc 

indica que el grupo AD tiene un menor 

tiempo de recorrido que el resto de los 

grupos, mientra que los grupos 300-800 

no tienen diferencias. En base a esto sólo se 

analizaron las latencias de recorrido de los 

grupo AD y 300, mostrando que el grupo 

AD presenta un menor tiempo de recorrido 

comparado con el grupo 300 (ANOVA de 

medidas repetidas: grupo por ensayo 1-18; 

F
(1, 10)

 = 9,36, p<0,02) y  un efecto a lo largo 

de los ensayos (F
(17,170)

= 3,57, p <0,001). No 

se encontró interacción entre los grupos 

(F
(17, 170) 

= 1.25, p>0.23).

Las tres soluciones produjeron los 

cambios esperados en peso (Figura 6), los 

individuos reforzados con agua deionizada 

aumentaron de peso a lo largo de los 

ensayos, los reforzados con una solución 
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300  mM NaCl (levemente hipertón ica) 

tuvieron poco o n ingún cambio (es decir , 

puede considerarse en estas condiciones 

motivacionalmente neutra), y los 

reforzados con una solución 800  mM 

NaCl, altamente hipertón ica, tuvieron 

una ligera deshidratación. El análisis de 

ANOVA de medidas repetidas (ensayo 

1-18) mostró una in teracción sign ificativa, 

F
(34, 255)

 = 1,80 , p<0 ,01, así como efectos 

sign ificativos para los  grupos, F
(2, 15)

 = 

38,64, p<0 ,001, y los 

ensayos,  F
(17,255)

 = 2,26, 

p< 0 ,01.

En la últ ima sesión se 

observaron  diferencias 

entre los grupos 

F
(2,15)

=46,18 p<0 ,001; 

comparaciones post-hoc 

indican que el grupo AD 

capta mayor cantidad 

de agua (LSD p<0 ,001), 

seguido por el grupo 

300   (LSD p<0 ,001) y 

por últ imo el grupo 800 

(LSD p<0 ,001). 

 Si se analiza el comportamiento de los 

individuos en el compartimento meta 

para el primer ensayo se encontró que los 

animales del grupo AD son los que pasan 

más tiempo en la pileta (log
10

 (tiempo 

de recorrido)= 2,46 seg), seguido por el 

grupo 300 (log
10

 (tiempo de recorrido)= 

1,64 seg) y por último el grupo 800 log
10

 

(tiempo de recorrido)= 1,04 seg). Un 

ANOVA de una vía para este tiempo mostró  

diferencias signiicativas entre el grupo 

Fig. 6: Variación de peso experimentada por los animales de cada grupo 
a través  de  las  ses iones . Los  valo res  pos itivos  son e l increm en to  en  e l 

peso y los negativos son la pérdida del mismo. Las barras indican el 
error estándar. 
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AD y los otros dos pero no entre el grupo 

300 y 800 (F
(2,15)

=12,58 p<0,001; LSD AD-

300   p=0,01, AD-800 p<0,001 y 300-800 

p>0,05). Comparando la primera sesión 

y la sesión 11 (Figura 7)  se observó que el 

tiempo de permanencia en la pileta de los 

grupos 300 y 800 aumentó mientras que el 

grupo AD permaneció igual. El análisis de 

ANOVA de medidas repetidas comparando 

ambos tiempos mostró  efecto entre los 

grupos F
(2, 15)

=18,83, p<0,001, entre el 

tiempo F
(1, 15)

 = 24,94, p<0,001 e interacción 

entre los factores F
(2, 15)

 = 5,46, p=o.o16. 

Una comparación a posteriori  muestra que 

no hay diferencias entre el grupo AD en el 

tiempo (LSD p=0,85) pero sí en el grupo 

300 (LSD p<0,001) y en el grupo 800 (LSD 

p<0,001).

Los individuos del grupo AD en la 

primera sesión presentaron un promedio 

de 9,5 desplazamientos en el tiempo de 

permanencia en la pileta, a diferencia 

del grupo 300, que en promedio tuvo 

menos de un desplazamiento, y el grupo 

800, en el cual el desplazamiento fue 

nulo. Transformando la variable a tasa de 

desplazamiento y comparando con la sesión 

11 podemos observar un aumento en la 

cantidad promedio de desplazamiento en 

los grupos 300 y 800, así como una pequeña 

disminución en el grupo AD (Figura 8). 

Una ANOVA de medidas repetidas para la 

sesión 1 y 11 (grupos F
(2, 15)

 = 12,70, p<0,001; 

tiempo F
(1, 15)

 = 6,50, p<0,05; interacción 

F
(2, 15)

= 4,84, p<0,05)  mostró diferencias 

signiicativas solo en el grupo 300 (LSD 
300 sesión 1- 300 sesión 11 p<0,001). En 

la sesión 11 la cantidad de desplazamientos 

del grupo AD son estadísticamente iguales 

a las del grupo 300 (LSD AD sesión 11- 300 

sesión 11 p=0,41).

Sólo los animales del grupo AD 

presentaron el comportamiento de frotación 

con un promedio de 5 frotaciones en la 

primer sesión, aumentando a un promedio 

de 35 frotaciones en la sesión 11. Para 

realizar el análisis estadístico dicha variable 

se transformó en una tasa de frotaciones, 

dividiendo la cantidad de frotaciones 

Fig. 8 : Tasa de  desplazam ien tos  (can tidad de  

desplazam ien tos / log10 de l tiem po  de  pe rm anencia 

en  pile ta)  realizados  po r los  individuos  de  

los diferentes grupos durante  la sesión 1 y 11 
del entrenamiento. Letras diferentes marcan 
diferencias signiicativas entre los grupos 
(p<0,05). Las barras indican el error estándar. 

Fig. 7: Log 10 de l tiem po  de  pe rm anencia en  la p ile ta 

durante la primer sesión y la sesión 11. Letras 
diferentes marcan diferencias signiicativas entre 
los grupos (p<0,05). Las barras indican el error 
estándar. 
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por el log
10

 del tiempo de permanencia 

en pileta de los mismos (Figura 9). Un 

ANOVA de medidas repetidas mostró 

diferencias signiicativas para los factores: 
grupos F

(2, 15)
=46,7, p<0,001, tiempo F

(1, 15)
= 

75,80, p<0,001; interacción F
(2, 15)

 = 62,35, 

p<0,001, en la comparación a posteriori 

se observó un aumento signiicativo entre 
las sesiones de la cantidad de frotaciones 

en el grupo AD,  mientras que el resto de 

los grupos no tuvieron cambios entre las 

sesiones. 

DISCUSIÓN

Los datos mostraron  que la 

concentración  de NaCl en  la solución 

externa que es usada como reforzador 

produce un  cambio en  el comportam ien to 

de los individuos desde las pr imeras 

sesiones. En el caso de los an imales que 

reciben la solución  de agua deion izada 

dism inuyen la latencia de recorr ido, los 

an imales que reciben una solución  de 

30 0  mM de NaCl comenzaron  ten iendo 

los máximos t iempos de recorr ido 

pero luego tendieron  a d ism inuir los. 

Finalmente, los an imales que en  el 

compart imento de llegada encuentran 

una solución  de 80 0  mM de NaCl no 

vuelven  a en trar  en  el compart imento 

meta duran te todo el en trenamiento.  

Esto estar ía indicando que los sapos 

pueden sensar  la osmolar idad del medio 

externo y actuar  según las consecuencias 

que ello produzca. Resultados sim ilares 

en  cuanto a la capacidad de los an fibios 

de sensar  la osmolar idad del medio 

externo y cambiar  su comportam ien to 

se ha encontrado en  diferen tes especies 

(Bufo alvar ius, Nagai et a l 1999 y Bufo 

punctatus, Brekke et a l. 1991).

Si se observan las variables relacionadas 

con el comportamiento de los animales 

durante el tiempo de refuerzo (o sea, 

tiempo de permanencia en pileta y 

tasa de desplazamientos en el tiempo 

de permanencia en pileta) se puede 

observar que los animales expuestos a una 

solución 300mM de NaCl comienzan el 

entrenamiento teniendo valores similares a 

los del grupo 800, pero al inal del mismo 
los valores se igualan con los animales 

expuestos a AD, mostrando la adaptación a 

un ambiente en el cual no pierden ni ganan peso.  

En cuanto la tasa de frotaciones se 

encontró que únicamente los an imales 

expuestos a una solución de AD aumentan 

la cantidad de frotaciones entre la sesión 1 

y 11, esta conducta estaría asociada a una 

adaptación comportamental que ayudaría 

a aumentar la captación de agua durante 

el período de reforzamiento. 

En líneas generales los resultados de los 

experimentos anteriores muestran que:

Fig. 9:  Tasa de frotaciones (cantidad de 
frotaciones/log10 de l tiem po  de  pe rm anencia 

en  pile ta)  realizados  po r los  individuos  de  

los diferentes grupos durante  la sesión 1 y 11 
del entrenamiento. Letras diferentes marcan 
diferencias signiicativas entre los grupos 
(p<0,05). Las barras indican el error estándar. 
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1- los sapos parcialmente deshidratados 

pueden discriminar entre lugares donde se 

encuentran o no refuerzos apetitivos; 

2- el comportamiento de los individuos de 

aproximación y  de contacto con refuerzo 

cambia dependiendo de la concentración de 

NaCl que presente el medio, conirmando 
la existencia de un componente sensorial 

asociado a la captación de agua. 

3-  los animales expuestos a una 

solución 300mM de NaCl al cominezo del 

entrenamiento muestran un comportamiento 

similar al de los animales expuestos a una 

solución 800mM pero al inal del mismo los 
parámetros comportamentales son similares 

a los del grupo AD mostrando un cambio 

comportamental sin variación de peso.

En base a (i) los experimentos expuestos 

en este capítulo, (ii) los experimentos 

llevados a cabo en nuestro laboratorio en 

los cuales se varió la osmolaridad de las 

soluciones externas con el in de obtener 
diferentes reforzadores para ser utilizados 

en diferentes paradigmas de aprendizaje 

instrumental (ver introducción) y (iii) los 

experimentos realizados en otras especies 

sobre los mecanismos de transporte de 

solutos y agua a través de la piel que 

permiten la evaluación de las propiedades 

iónicas y osmótica de fuentes de hidratación 

en los anuros (Von Seckendorff Hoff y 

Hillyard 1993, Maleek et al. 1999, Nagai 

et al. 1999), se comenzó con la búsqueda 

de soluciones que logren una variación en 

el intercambio hidrosalino en los sapos 

manteniendo la misma osmolaridad 

externa, mediante la manipulación de los 

mecanismos involucrados en la captación/

pérdida de peso.  

SERIE EXPERIMENTAL 2

Es tudio  de  los  m ecan ism os  de  

membrana reguladores del 
intercambio iónico

Introducción

Para obtener diferentes soluciones que 

puedan ser utilizadas como reforzadores en 

estudios comportamentales en anibios se 
requiere comprender el efecto y la interacción 

entre los diferentes mecanismos isiológicos 
reguladores de la variación de peso en los 

mismos. 

El primer mecanismo regulador que se 

abordó en esta tesis es el transporte de sodio 

(Na+ ) a través de la membrana plasmática 

apical de las células de la piel. Tal como se 

expuso en la introducción, experimentos 

previos en nuestro laboratorio mostraron 

en animales hidratados que un cambio en la 

osmolaridad externa (reemplazando agua por 

una solución 115 mM NaCl) más la adición 

de amilorida produce la reducción de la 

captación de agua si se compara la misma 

antes y después del cambio (Reboreda et al. 

1987). 

La amilorida bloquearía o provocaría un 

cambio conformacional de los canales de 

sodio sensibles a amilorida (ENaC) que se 

encuentran en las membranas apicales de los 

epitelios de alta resistencia. Estos canales se 

han caracterizado en la piel y vejiga urinaria de 

anibios, así como en los conductos colectores 
renales, colon, glándulas sudoríparas y 

salivales, pulmón y papilas gustativas. La 

función de los mismos es mediar el primer paso 

de reabsorción activa de Na+ y desempeñan un 

papel importante en el mantenimiento de la 
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homeostasis de electrolitos y agua en todos 

los vertebrados (Garty y Palmer 1997).

El mecanismo de intercambio de sodio 

descripto de una manera simple sería el 

siguiente. El sodio exterior entra a las 

células a través de los canales (ENaC), que 

se localizan sólo en la  membrana externa 

(apical). Los iones de sodio son extruidos 

activamente hacia el espacio intersticial  a 

través de la membrana interna (basolateral) 

mediante la bomba  Na +-K +-ATPasa. 

Asimismo el potasio entrante es luego 

reciclado a través de canales selectivos 

de K+. Esta disposición asimétrica de 

los transportadores permite que el Na+ 

sea transportado activamente a través 

del epitelio, lo cual genera un potencial 

transepitelial que puede ser utilizado para 

reabsorber un contraión (por ejemplo, Cl-) 

o para secretar un catión (como H + o K+) 

para mantener la electroneutralidad en las 

células.

La exposición de los anibios a diferentes 
soluciones externas, así como también 

la deshidratación por exposición al aire, 

produce cambios isiológicos que afectan la 
captación de agua a través de la piel (Loza 

Coll y Muzio, en preparación, Spight 1967, 

Schmajuk y Segura 1982).  La activación de 

mecanismos reguladores de la homeostasis 

podría actuar disminuyendo o aumentando 

la acción de la amilorida. Debido a que los 

protocolos comportamentales llevados 

a cabo requieren la deshidratación de 

los individuos (a in de motivarlos) y la 
exposición a soluciones externas con 

diferentes osmolaridades (con el objetivo 

de reforzarlos positiva o negativamente), 

los experimentos que se desarrollan a 

continuación estudiaron el efecto de la 

amilorida sobre la variación de peso y 

permeabilidad del agua  en el sapo común a 

diferentes niveles de deshidratación (100%, 

90% y 80%) y a diferentes osmolaridades 

(115 mM y 300 mM de NaCl).

Experimento 3: Efectos de la 
exposición aguda a amilorida sobre la 
captación de agua a diferentes niveles 
de hidratación en el sapo común en 
una solución isosmótica

Materiales  y Metodos  

Sujetos: Se utilizaron 72 sapos machos 

adultos de la especie Rhinella arenarum de 

la Provincia de Buenos Aires.

Selección de los sujetos y  procedim iento 

previo general: Se realizó el mismo 

procedimiento que en el Experimento 1.

Procedim iento experim ental: Los 72 ani-

males seleccionados previamente fueron 

divididos en seis grupos, 12 sujetos en cada 

uno (n=12). Los grupos fueron los siguientes:

- 100%   y   100% + Amilorida (en su peso 

estándar, PS)

- 90%   y   90%  + Amilorida (deshidratados 

un 10% del PS)

- 80%   y   80% + Amilorida (deshidratados 

un 20% del PS)

 El día previo a comenzar con el 

experimento se determinó el peso estándar 

(PS) de los animales. Se utilizó la misma 

balanza empleada en el Experimento 1. Los 

valores variaron entre 61,95 g a 170,80 g. 

No registrándose diferencias entre los PSs 

de los mismos (F
(5, 66)

=0.31942, p=0.9).
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Cada grupo fue deshidratado hasta llegar 

al peso establecido. Se los mantuvo  por al 

menos 12 horas con ese peso, a in de que 
sus parámetros isiológicos se estabilizaran 
antes de realizar el ensayo. Al comienzo 

del experimento se registró el peso inicial. 

Todos los grupos fueron colocados durante 

180 minutos en un recipiente con 150 ml de: 

I) NaCl 115mM (solución isotónica con el 

plasma de animales hidratados al 100% de 

su PS), o  II) NaCl 115mM + amilorida 0 ,5 

mM. La variación de peso de los individuos 

fue registrada cada 15 minutos durante el 

período que duró el experimento. 

Fueron excluidos del análisis los animales 

que mostraron una variación negativa 

desproporcionada de su peso (orinaron) 

durante el periódo de permanencia en el 

recipiente.

A partir de los datos colectados durante 

el experimento se calculó el índice de 

permeabilidad osmótica siguiendo 

Katchalsky y Curran (1965):

J
w
=L

p
*∆P+L

pd
*∆∏

Donde J
w
 es el lujo de agua a 

traves de la piel; L
p  

es el coeiciente 
de permeabilidad hidráulica

; 
L

pd  
es el 

coeiciente de permeabilidad osmótica; ∆P 

y ∆∏ es la presión hidráulica y osmótica 

respectivamente a través de la piel.

La  ∆P es igual a 0, entonces:

L
pd 

= J
w  /  

∆∏

J
w  

fue estimado como WU/ S. Donde la 

variación de peso (WU) medida en ml/ hr 

(o cm3/seg) y S es la supericie del cuerpo 
en cm2. La supericie del cuerpo se supone 
que es igual a 9 * Peso corporal (g) 2/ 3 

(Joergensen, 1950). El mayor intercambio 

de agua en sapos se limita a la piel ventral 

que contribuye en aproximadamente 

10% de la supericie total (McClanahan y 
Baldwin, 1969). Por lo tanto, se supuso que 

todos consumo de agua era a través del 10% 

de la supericie corporal.

La ∆∏ a través de la piel se calculó como:

∆∏= (O
i
-O

E
)*R*T

donde R es la constante de los gases, T 

es la temperatura absoluta (293 ° K) y O
i
 

y O
E
, la osmolaridad interna y externa, 

respectivamente, medidas en mOsmoles. 

La osmolaridad interna se obtuvo mediante 

la regresión líneal  Y = (-5,92) * X + 844 

R2= 0,89 obtenida a partir de datos de 

osmolaridad vs % de deshidratación de 

Rhinella arenanun (Dr. Reboreda, J .C. y 

Dr. Petriella, comunicación personal).

Estadística: Se realizó el análisis de los 

datos mediante ANOVA de dos factores 

y de una vía con contrastes a posteriori 

mediante el test LSD. En todos los casos 

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

en el nivel 0 .05.

Resu ltados  

La captación de agua aumenta a medida 

que aumenta la deshidratación de los 

animales (Figura 10).  

A los 15 minutos de exposición, se 

encontraron diferencias entre los estados 

de deshidratación en la captación de agua 

(F
(2,64)

 = 43,1; p < 0 ,001), así como también, 

efecto de amilorida entre los grupos  

(F
(1,64) 

= 4,34; p=0,041). No se encontró 

interacción entre los factores (F
(2,64)

 = 0 ,37; 
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p= 0,69) (Figura 11).  Pero si se analizan los 

grupos individualmente, se encontró que 

no hay efecto de la amilorida en los grupos 

100 % (F
(1,21) 

= 0,65; p=0,43) y 80% (F
(1,21) 

= 

0,97; p=0,33), mientras que sí se encontró 

efecto de amilorida en el 90% (F
(1,22) 

= 4,60; 

p=0,043).

La dism inución  de la captación  de agua 

debida al am ilor ida en  el grupo 80 % + 

Amilor ida se encontró a par t ir  de 135 

m inutos de exposición  (F
(1,21)

 =  4,84; 

p=0 ,0 46) y en  el grupo 10 0 % + Amilor ida 

a partir de los 60 minutos de exposición 

(F
(1,21) 

= 4,44; p=0,047). 

A los 180 minutos, no se encontró 

diferencias en la captación entre el grupo 

100% sin amilorida y el grupo 90 % 

+ Amilorida (F
(5,64)

 = 31,11; p < 0 ,001, 

comparación mutiple LSD p=0,061); y 

entre el grupo 90% sin amilorida y el grupo 

80% + Amilorida (F
(5,64)

 = 31,11; p<0,001, 

comparación múltiple LSD p=0,47); Entre 

el resto de los grupos se encontraron 

diferencias signiicativas en la captación 

Fig. 12: Variación de peso (g/100g) a los 
180 minutos para los diferentes grados de 
deshidratación en los grupos con y sin amilorida. 
Las barras representan el error estándar.

Fig. 11: Variación de peso (g/100g) a los 15 minu-

tos para los diferentes grados de deshidratación 
en los grupos con y sin amilorida. Las barras re-

presentan el error estándar.
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Fig. 10: Variación de peso (g/100g) durante la exposición de los animales 
a una solución de 115 mM de NaCl, con o sin amilorida. Las barras 
representan el error estándar.
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entre los grupos. Estos datos mostraron 

que el efecto de la amilorida disminuye 

la captación de agua que se produce al 

aumentar la deshidratación de los animales 

(Figura 12).

La permeabilidad decreció a lo largo del 

tiempo en todos los grupos expuestos a una 

solución de 115 mM de NaCl (80% tiempo 

15 (T15)= 4,65 x 10-5 a tiempo 180 (T180) = 

2,26 x 10-5 R2 =0,89; 90% T15= 4,99 x 10-5 

a (T180) = 3,99 x 10-5 R2=0,73;  100% T15= 

6,19 x 10-5 a (T180) = 3,24 x 10-5 R2=0,59). 

Para los grupos que estuvieron expuestos 

a amilorida se encontró que el grupo 100% 

(T15= 5,13 x 10-5 a (T180) = 1,91 x 10-5 

R2=0,78) y el grupo 80% (T15= 3,99 x 10-5 

a (T180) = 1,87 x 10-5 R2=0,93) decrecen 

mientras que el grupo 90% (T15= 3,56 x 10-5 

a (T180) = 2,25 x 10-5 R2=0,14) se mantiene 

estable en el tiempo (Figura 13). 

Un ANOVA de dos factores mostró 

que a los 15 minutos no hubo efecto de 

la deshidratación (F
(2,64)

 = 1,95; p=0,15), 

ni de la amilorida (F
(1,64)

 = 2,7; p=0,10) 

sobre la permeabilidad de la piel de los 

sapos. Si este mismo análisis 

se realiza a los 30 minutos se 

observa que la exposición de 

los sapos a amilorida disminuyó 

la permeabilidad (F
(1,64)

 = 4,3; 

p < 0 ,05), mientras que no 

hubo diferencias a comparando 

los distintos niveles de 

deshidratación (F
(2,64)

 = 1,3; 

p=0,27), ni interacción entre los 

factores (F
(2,64) 

= 0,67; p=0,51). 

Estos resultados se mantienen 

hasta los 180 minutos de 

exposición (Figura 14).

Experimento 4: Efectos de la 
exposición aguda a amilorida sobre la 
captación de agua a diferentes niveles 
de hidratación del sapo común en una 
solución levemente hiperosmótica

 Sujetos: Se utilizaron 72 sapos machos 

adultos de la especie Rhinella arenarum de 

la Provincia de Buenos Aires.

Fig. 13: Permeabilidad de la piel de los sapos a través del tiempo 
cuando son expuestos a una solución 115 mM de NaCl con y sin 
amilorida. Las barras indican el error estándar.

Fig. 14: Permeabilidad de la piel de los sapos a 
los 30 minutos de exposición a una solución 115 
mM de NaCl con y sin amilorida. Las barras indi-
can el error estándar.

0,00E+00

1,00E-05

2,00E-05

3,00E-05

4,00E-05

5,00E-05

6,00E-05

7,00E-05

8,00E-05

9,00E-05

100 90 80

Pe
rm

ea
bi

lid
ad

 (
cm

/s
eg

*a
tm

)

% de Hidratación

Sin Amilorida
Con Amilorida

0,00E+00

1,00E-05

2,00E-05

3,00E-05

4,00E-05

5,00E-05

6,00E-05

7,00E-05

8,00E-05

9,00E-05

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

Pe
rm

ea
bi

lid
ad

 (c
m

/s
eg

*a
tm

)

Tiempo (min)

100% (n=11)
100% + Amilorida (n=12)
90% (n=12)
90% + Amilorida (n=12)
80% (n=11)
80% + Amilorida (n=12)



Mecanismo de Membrana

30

Selección de los sujetos 

y  procedim iento previo 

general: Se realizó el 

mismo procedimiento que 

en el Experimento 1.

Procedim iento experi-

m ental: Los 72 animales 

seleccionados previamen-

te fueron divididos en seis 

grupos, 12 sujetos en cada 

uno (n=12). Los grupos 

fueron los siguientes:

- 100%  y 100% + 

Amilorida (en su peso 

estándar, PS)

- 90%   y   90% + Amilorida (deshidratados 

un 10% del PS)

- 80%   y   80% + Amilorida (deshidratados 

un 20% del PS)

El día previo a comenzar con el 

experimento se determinó el peso estándar 

(PS) de los animales y se utilizó la misma 

balanza del Experimento 1. Los valores 

variaron entre  70,20 g a 176,10 g. No 

registrándose diferencias entre los PSs de 

los mismos (F
(5, 66)

=0.153, p=0.98).

Se realizó el mismo procedimiento que 

en el Experimento 3, pero en este caso el 

recipiente contenía 150 ml de una solución 

de 300 mM de NaCl. 

Se calculó el índice de permeabilidad 

teniendo en cuenta esta nueva condición de 

osmolaridad externa.

Estadística: Se utilizaron las mismas 

herramientas estadísticas que en el 

Experimento anterior.

Resu ltados

Los animales en los primeros minutos 

mantienen el peso aunque luego empiezan 

a deshidratarse (Figura 15).

A los 15 minutos de exposición, no se 

encontraron diferencias en la variación de 

peso de los animales entre los diferentes 

estados de deshidratación (F
(2,64) 

= 1,02; 

p=0,36), así como tampoco, efecto de la 

amilorida entre todos los grupos  (F
(1,64)

 = 

Fig. 16: Variación de peso (g/100g) a los 
180 minutos para los  diferentes grados de 
deshidratación de los individuos de los grupos 
con y sin amilorida. Las barras indican el error 
estándar. 
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Fig. 15: Variación de peso (g/100g) durante la exposición de los 
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2,54; p=0, 12). No se encontró interacción 

entre los factores (F
(2,64)

 = 0 ,45; p= 0 ,63). 

Los animales de todos los grupos no ganan 

ni pierden peso durante este período (datos 

no mostrados). 

Luego de los 180 minutos de exposición, 

a mayor nivel de hidratación mayor es 

la pérdida de peso que experimentan los 

animales (F
(2,64)

 = 15,7; p < 0 ,001). El grupo 

100 % pierde en promedio 3,91 g/ 100g, el 

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

el 80% pierde 1,89 g/ 100g.  No se  observó 

efecto de la amilorida sobre la pérdida de 

peso de los animales, ni interacción entre 

los factores (Figura 16).  

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 10-7 a T180 = 2,10 

x 10-6 R2=0,0085; 90% sin amilorida T15= 

6,77 x 10-7 a T180 = 1,81 x 10-6 R2=0,0091; 

80% sin amilorida T15= 5,02 x 10-7 a T180 = 

1,98 x 10-6 R2 =0,0043; 100% con amilorida 

T15= 2,06 x 10-6 a T180 = 2,17 x 10-6 

R2=0,27; 90% con amilorida 

T15= 1,83 x 10-6 a T180 = 

2,05 x 10-6 R2=0,19; 80% 

con amilorida T15= 5,02 x 

10-7 a T180 = 1,98 x 10-6 R2 

=0,025) (Figura 17). 

Luego de 180 minutos, 

la permeabilidad de la piel 

de los animales expuestos 

a una solución de 300 mM 

de NaCl no se encontró 

afectada por la amilorida 

(F
(1,66)

 = 0 ,91; p=0,34), ni por 

los niveles de deshidratación 

(F
(2,66)

 = 0 ,2; p=0,82) y no 

hubo interacción entre los factores (F
(2,66)

 = 

0 ,025; p=0,97) (Figura 18).

DISCUSIÓN

Los resultados indican que los niveles 

de hidratación de los animales al inicio de 

la exposición condicionan la variación de 

peso que experimentan en 180 minutos. 

Los animales hidratados al 100% de su PS 

tienen la menor ganancia de peso en una 

solución isosmótica y la mayor pérdida en 

una solución hiperosmótica, seguido por los 

animales hidratados un 90% y por último 

Fig. 17: Permeabilidad de la piel de los sapos a través del tiempo 
cuando son expuestos a una solución 300 mM de NaCl con y sin 
amilorida. Las barras indican el error estándar.
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Fig. 18: Permeabilidad de la piel de los sapos a los 
180 minutos de exposición a una solución 300 mM 
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los hidratados un 80%.  Así, animales 

que se encuentren en una situación de 

deshidratación aguda al localizar una fuente 

de agua pueden hidratarse más rápidamente 

que aquellos que se encuentran en una 

situación más favorable. 

La exposición a la solución de cloruro de 

sodio isosmótica o hiposmótica produjo una 

disminución de la permeabilidad a medida 

que los animales se rehidrataban, mientras 

que si la solución era hiperosmótica la 

misma se mantuvo constante y fue menor en 

un grado de magnitud, lo cual evidenciaría 

una mayor resistencia a la deshidratación. 

La permeabilidad no se vió modiicada por 
el estado inicial de hidratación de los sapos. 

Este resultado muestra que la diferencia 

en la captación de agua entre los animales 

con diferentes grados de hidratación se 

explicaría debido a diferencia existente 

entre la osmolaridad interna y externa.  

La disminución en la captación y en la 

permeabilidad cuando se bloquean los 

canales de sodio, mediante amilorida, sólo 

se encontró cuando los animales fueron 

expuestos a una solución isosmótica o 

hiposmótica con respecto al plasma de los 

animales. Esto daría indicios de que los 

mecanismos involucrados en la captación 

de agua no serían los mismos que los 

involucrados en la evitación de la pérdida de 

la misma. Se requieren más estudios para saber 

cuáles son los mecanismos involucrados en 

cada una de las situaciones (recaptación 

y pérdida de agua). Cuando los animales 

estaban deshidratados un 10% de su PS el 

bloqueo de los canales de sodio produjo 

un efecto en la captación de agua mucho 

más rápido que cuando los animales se 

encontraban en un 20% de deshidratación, 

lo cual sugeriría que los animales muestran 

una mayor susceptibilidad a la droga cuando 

la deshidratación es baja. Es de destacar que 

la disminución signiicativa en la captación 
de agua en los animales del grupo 80% 

+ Amilorida comenzó a los 135 minutos 

de permanencia en la solución 115 mM y 

que en ese momento dichos animales se 

encontraban con una hidratación promedio 

del 92,4% para el grupo 80% sin amilorida 

y de 89, 5% para el grupo 80% + Amilorida. 

En base a estos datos se podría especular 

que el bloqueo de los canales de sodio 

dependientes de amilorida constituiría un 

factor importante de captación de agua 

cuando los niveles de deshidratación son 

bajos (cercanos al 10%), mientras que a 

mayores niveles de deshidratación los 

mecanismos predominantes serían otros. A 

in de evaluar la certeza de estas conjeturas 
es necesario el desarrollo de más estudios 

futuros.

El nivel de deshidratación usado en los 

protocolos de experimentación conductual 

es de 20% del peso estándar. La disminución 

de la captación por amilorida en ese grado 

de hidratación se encontró a partir de los 150 

minutos. Dicho tiempo es muy superior al 

usado en cualquier protocolo experimental 

por lo cual no es posible utilizarlo en el futuro 

como reforzadores diferenciales. Si bien en 

el grupo 90% de hidratación se encontró 

disminución de la captación de agua debido 

a amilorida a los 15 minutos, este nivel de 

deshidratación no es el adecuado para los 

protocolos de discriminación, ni para el 

aprendizaje instrumental que se describió 

en la serie experimental anterior. Por lo 

tanto, no es posible el uso de amilorida para 
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obtener distintas soluciones que puedan ser 

usadas como reforzadores, debido a la falta 

de efecto que se encuentra en la condición 

de 20% de deshidratación.

En vista de estos resultados se realizó un 

experimento con un análogo más potente 

que la amilorida, el benzamil, a in estudiar si 
era posible encontrar una disminución en la 

captación de agua en un tiempo compatible 

con los protocolos comportamentales (15 

minutos como máximo).

Experimento 5: Efectos de la 
exposición aguda a benzamil sobre la 
captación de agua a diferentes niveles 
de hidratación del sapo común en una 
solución isosmótica

Materiales  y Métodos

 Sujetos: Se utilizaron 18 sapos machos 

adultos de la especie R. arenarum de la 

Provincia de Buenos Aires.

Selección de los sujetos y  procedim iento 

previo general: Se realizó el mismo 

procedimiento que en el Experimento 1.

Procedim iento experim ental: Los 36 ani-

males seleccionados previamente fueron 

divididos en seis grupos, 6 sujetos en cada 

uno (n=6). Los grupos fueron los siguien-

tes:

- 100%   y   100% + Benzamil (en su peso 

estándar, PS)

- 90%   y   90% + Benzamil (deshidratados 

un 10% del PS)

- 80%   y   80% + Benzamil (deshidratados 

un 20% del PS)

El día previo a comenzar con el experimento 

se determinó el peso estándar (PS) de los 

animales y se utilizó la misma balanza del 

Experimento 1. Los valores variaron entre 

70 g a 175.55 g. No registrándose diferencias 

entre los PSs de los mismos (F
(5, 30)

=0.28, 

p=0.92).

Fig. 19: Variación de peso (g/100g) durante la exposición de los animales 
a una solución de 115 mM de NaCl, con o sin benzamil. Las barras 
representan el error estándar.
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Se realizó el mismo procedimiento que 

en el Experimento 3, pero en este caso el 

recipiente contenía 150 ml de una solución 

de 115 mM de NaCl, o 115 mM de NaCl + 

Benzamil 10 µM, según el grupo. 

Se calculó el índice de permeabilidad 

teniendo en cuenta esta nueva condición de 

osmolaridad externa.

Estadística: Se utilizaron las mismas 

herramientas estadísticas que en el 

experimento anterior.

Resu ltados

Los resultados mostraron que la captación 

de agua aumentó a través del tiempo y a 

medida que aumenta la deshidratación de 

los sapos (Figura 19).

A los 15 minutos de exposición, se 

encontraron diferencias entre los estados 

de deshidratación en la captación de agua 

(F
(2,30)

= 34,75; p < 0 ,001). No se encontró 

efecto del benzamil (F
(1,30)

 = 0 ,41; p=0,53), 

ni interacción entre los factores (F
(2,30)

= 

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

grupos individualmente (Figura 20), se 

encontró que no huvo efecto del benzamil 

en los grupos 100% (F
(1,10)

 = 0 ,31; p=0,86) 

y 80% (F
(1,10)

=0,80; p=0,39), mientras que 

sí se encontró efecto del benzamilda en el 

90% (F
(1,10)

 = 5,01; p=0,049).

A los 180 minutos el patrón de diferencias 

en la captación de agua se mantuvo (Figura 

21), encontrándose una disminución en 

la captación por efecto del benzamil en el 

grupo 90%  (F
(1,10)

 = 9,29; p=0,01), pero no 

en los otros dos grupos (100% (F
(1,10)

 =1,31; 

p=0,28) y 80% (F
(1,10)

 = 0 ,48; p=0,5).

Discusión

La captación de agua en animales con un 

10% de deshidratación se ve disminuida 

por la acción de Benzamil, encontrándose 

el mismo efecto que con Amilorida con una 

concentración mucho menor. La falta de 

efecto en el grupo hidratado 100% y 80% 

puede ser atribuida a la menor cantidad 

de animales que fueron utilizados en este 

experimento con respecto al experimento 

de amilorida. No se realizaron réplicas de 

este experimento, ya que, en vista del patrón 

presentado no hay indicios que sugieran 

Fig. 21: Variación de peso (g/100g) a los 180 minutos 
para los diferentes grados de deshidratación de 
los individuos en los grupos con y sin benzamil. 
Las barras representan el error estándar.

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

20

100 90 80

V
ar

ia
ci

ón
 d

e 
pe

so
 (g

/1
00

g)

% de Hidratación

Sin benzamil

Con benzamil

Fig. 20: Variación de peso (g/100g) a los 15 minutos 
para los diferentes grados de deshidratación de 
los individuos en los grupos con y sin benzamil. 
Las barras representan el error estándar.
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que benzamil podría  actuar antes de los 15 

minutos (tiempo máximo de reforzamiento 

en los protocolos comportamentales). 

Cabe destacar que los animales 

deshidratados un 10% son muy sensibles 

a la presencia de bloqueantes de los 

canales de sodio y que las diferencias en la 

captación se encuentran desde los primeros 

15 minutos de exposición. Sin embargo, 

un nivel de hidratación del 90% del PS no 

se ajusta a una respuesta de aprendizaje 

apropiada para nuestras condiciones de 

entrenamiento instrumental.

Manipulando los mecanismos de canales 

de sodio no se obtuvieron diferencias en 

la captación o en la pérdida de agua, de 

manera de  poder utilizar dichas soluciones 

en los protocolos de entrenamiento 

comportamentales propuestos. Por lo tanto, 

se continuó con la búsqueda abordando el 

estudio de otros mecanismos involucrados 

en la variación de peso de los animales.

En la siguiente serie de experimentos 

utilizamos un bloqueante especíico de los 
receptores V2 de AVT a in de modiicar 
la variación de peso que experimentan los 

sapos cuando se los expone a una solución 

isotónica, hipotónica o hipertónica con 

respecto a su plasma. De esta manera nos 

propusimos avanzar en el estudio de los 

mecanismos hormonales reguladores del 

intercambio iónico. 

SERIE EXPERIMENTAL 3

Es tudio  de  los  m ecan ism os  

hormonales reguladores del 
intercambio iónico

Introducción

El efecto de las hormonas sobre el 

intercambio iónico y acuoso han sido 

ampliamente evaluados, históricamente, en 

animales intactos o usando como modelo 

tejido aislado de piel y vejiga (Joergensen 

1997, Yorio y Bentley 1977, Acher et al. 

1997, Suzuki et al. 2007). Las hormonas 

mayormente involucradas que han sido 

estudiadas son hipoisarias (antidiurética 
-AVT-, Hydrinas y Prolactina), del sistema 

nervioso simpático y parasimpático 

(adrenalina, noradrenalina y acetilcolina) 

y del sistema renina-angiotensina-

aldosterona (Wells, 2007).   

En anuros, la deshidratación desencadena 

la liberación de AVT, desde la neurohipóisis, 
produciendo los siguientes efectos sobre el 

balance acuoso: 1. promueve la aluencia de 
agua a través de la piel (Koefoed-Johnsen 

y Ussing, 1953); 2. induce la reabsorción 

de agua por el riñón (Sawyer 1957) y por 

la vejiga (Bentley 1958, Ewer 1952); 3. 

reduce, en algunas circunstancias, la tasa de 

iltración glomerular (Sawyer 1951).  

Con respecto a la absorción de agua a 

través de la piel, la hormona antidiurética, 

en Hyla japonica,  induciría la translocación 

de acuaporinas (AQP-h2 y AQP-h3) a 

la membrana apical de las células del 

estrato granuloso de la piel, aumentando 

la permeabilidad al agua (Hasegawa et al. 

2003,  Suzuki et al. 2007). La translocación 

se produciría debido a la cascada de segundos 

mensajeros que desencadenaría la unión de 

la hormona AVT con los receptores tipo V2 

(Kohno et al. 2003).  Por otro lado, en la 

membrana plasmática basolateral de las 

células principales epidérmicas de la región 
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pélvica (con excepción del estrato córneo) 

se detectó la AQP-h3BL que no responde 

a la estimulación con AVT (Akabane et al. 

2007) y propiciaría el lujo de agua hacia la 
dermis. También, se propuso que las AQP 

1, localizadas en la membrana de las células 

endoteliales de los capilares, mediarían 

el transporte de agua hacia el torrente 

sanguíneo. 

Tomando como base este modelo, el 

bloqueo de los receptores tipo V2 de AVT 

produciría una disminución de la permea-

bilidad de la piel, ya que no permitiría la 

translocación de las acuaporinas hacia la 

membrana apical. Recientemente se carac-

terizó un inhibidor competitivo selectivo 

para el receptor V2 de AVT denominado 

OPC31260 (Yamamura et al. 1992). Dicho 

antagonista de AVT ha sido estudiado in 

vivo e in vitro en mamíferos (Yamamura et 

al. 1992, Wang et al. 2005) y anibios (Ya-

mada et al. 2008) con el in de evaluar la 
participación de AVT en los diferentes teji-

dos implicados en la osmoregulación. 

La implicancia de AVT en el balance acuoso 

de Bufo arenarum cuando se realizan 

cambios repentinos en la osmolaridad 

del medio externo (de agua deionizada a 

115 mM NaCl) fue analizada mediante la 

destrucción total del sistema hipoisario. 
Los resultados indicaron que la captación 

de agua no se vió afectada por el cambio de 

osmolaridad en los animales intactos ni en 

los hipoisectomizados, aunque en animales 
intactos sí se encuentra una reducción en la 

producción de orina la cual no se evidencia 

en los hipoisectomizados (Reboreda 
et al. 1987). Experimentos previos del 

laboratorio indican que la dosis necesaria 

para el incremento de la tasa de captación 

de agua en animales intactos es de 1-10µg/

kg la cual es 100 veces mayor a la necesaria 

para producir una respuesta antidiurética 

signiicativa (Reboreda et al. 1987). Estos 

resultados indicarían que AVT produce 

una disminución en la producción de orina 

y afectaría pobremente o no afectaría la 

captación de agua.

Tomando en cuenta (1) los antecedentes 

presentados sobre acuaporinas y su función 

en la captación de agua en los anibios, (2) 
los datos previos desarrollados en nuestro 

laboratorio en la especie (realizados antes 

del descubrimiento de las acuaporinas en 

1995 por Agre y Nielsen) que involucran 

procedimientos de incremento de los niveles 

plasmáticos de AVT mediante la inyección 

de AVP o la disminución de los mismos 

por lesión, a nivel central, de su sistema 

productor, y (3) la reciente aparición de 

un inhibidor especíico de los receptores 
V2 de AVT -OPC31260- (conociendo que 

estos receptores estarían implicados en la 

exposición de las acuaporinas vesiculares 

en la membrana plasmática de las células 

principales de la piel), se prosiguió el estudio 

de la variación de peso de los anibios 
cuando se bloquean los receptores V

2
 de 

AVT, en animales a los que se les generó 

distintas concentraciones endógenas de 

dicha hormona debido a que se los llevó a 

diferentes grados de deshidratación. 

En los siguientes experimentos se evaluó 

si la administración aguda de OPC31260 

en animales con distintos niveles de 

deshidratación genera diferencias en la 

variación de peso o en la permeabilidad 

al agua de la piel de los animales: en el 
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primero, exponiendo a los sapos a un medio 

externo isosmótico (solución 115 mM de 

NaCl); y el segundo, exponiéndolos a un 

medio externo levemente hiperosmótico 

(solución 300 mM de NaCl).

Experimento 6: Efecto de la 
administración de un antagonista de 
AVT –OPC31260- sobre la captación 
de agua a diferentes niveles de 
deshidratación en una solución 
isosmótica

Materiales  y m étodos

Sujetos: Se utilizaron 80 sapos machos 

adultos de la especie Rhinella arenarum de 

la Provincia de Buenos Aires.

Selección de los sujetos y  procedim iento 

previo general: Se realizó el mismo 

procedimiento que en el Experimento 1.

Procedim iento experim ental: Los anima-

les seleccionados previamente fueron divi-

didos en seis grupos. Los grupos fueron los 

siguientes:

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

(n=11) (en su peso estándar, PS). 

- 90% (n=11)    y    90% + OPC31260 (n=12) 

(deshidratados un 10% del PS). 

- 80% (n=12)   y   80% + OPC31260 (n=12) 

(deshidratados un 20% del PS). 

El día previo a comenzar con el experi-

mento se determinó el peso estándar (PS) 

de los animales y se utilizó la misma ba-

lanza del Experimento 1. Los valores varia-

ron entre 57,2 g a 168,5 g. No registrándo-

se diferencias entre los PSs de los mismos 

(F
(5,67)

=0,215, p=0.95).

Luego de la determinación de 

peso (vaciamiento de las vejigas de 

los individuos) se los dejó en sus 

respectivos recipientes durante 8  horas 

aproximadamente a fin  de estabilizar sus 

parámetros fisiológicos. A continuación 

se les inyectó 5 µlitro/ g de an imal del 

antagonista de AVT (dosis 4µmoles/

kg de an imal) o el m ismo volumen del 

vehículo (Solución de Ringer` s: Glucosa 

0 ,99gr/ l, NaHCO
3
 0 ,19gr/ l , KCl 0 ,25gr/ l, 

CaCl
2 

0 ,30gr/ l, NaCl 6,48gr/ l) más 7% 

de Dimetilsulfóxido -DMSO-) según 

correspondiese. Al cabo de 30  minutos 

se los colocó en jaulas de deshidratación 

a fin  de que lleguen al peso establecido. 

Cuando todos los an imales llegaron al 

peso se los colocó por 30  minutos en 

sus respectivos recipientes y luego se 

comenzó el experimento. Los an imales 

permanecieron por 180  minutos en un 

recipiente con 150  ml de una solución 

de 115 mM de NaCl. La var iación de peso 

de los individuos fue registrada cada 15 

minutos durante el período que duró el 

experimento. 

Los animales que mostraron una 

variación negativa desproporcionada de 

peso durante el tiempo de permanencia en 

el recipiente, fueron excluidos del análisis 

general y se realizó un análisis separado de 

estos datos. 

Estadística: Se realizó el análisis de los 

datos mediante ANOVA de dos factores 

y de una vía con contrastes a posteriori 

mediante el test LSD. En todos los casos 

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

en el n ivel 0 .05.
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Resu ltados  

Los datos mostraron que los animales 

aumentaron su captación de agua 

a medida que transcurre el tiempo 

(F
(11,715)

=559,07, p<0 ,001). Globalmente 

se observa que a mayor deshidratación los 

sapos aumentaron la captación de agua 

(F
(2,65)

=62,26, p<0 ,001), y que este efecto 

se veriica desde los primeros 15 minutos 
de exposición (F

(2,65)
=82,65, p<0 ,001, 

análisis a posteriori LSD 

80-90 p<0,001, 90-100 

p<0,001 y 80-100 p<0,001). 

No se encontraron diferencias 

signiicativas en la variación de 
peso por efecto de OPC31260 

(F
(1,65)

=0,35, p=0,55) así como 

tampoco interacción entre los 

factores (F
(2,65)

=0,39 p=0.68) 

(Figura 22).

La permeabilidad de los 

grupos expuestos a 115 mM 

de NaCl con o sin  OPC31260 

se mantuvo constante 

(100% sin  OPC31260  T15= 4,88 x 10-5 

a T180 = 3,75 x 10-5 R2=0,0077; 90% sin 

OPC31260  T15= 9,11 x 10-5 a T180 = 7,76 x 10-5 

R2=0,16; 80% sin OPC31260 T15= 5,84 x 

10-5 a T180 = 4,03 x 10-5 R2 =0,26; 100% con 

OPC31260  T15= 5,22 x 10-5 a T180 = 2,44 

x 10-5 R2=0,06; 90% con OPC31260  T15= 

4,59 x 10-5 a T180 =5,55 x 10-5 R2=0,19; 80% 

con OPC31260 T15= 5,05 x 10-5 a T180 = 

4,62 x 10-5 R2 =0,38) (Figura 23).

Fig. 23: Permeabilidad de la piel de los sapos a través del tiempo 
cuando son expuestos a una solución 115 mM de NaCl con y sin 
OPC31260. Las barras indican el error estándar.
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Fig. 22: Variación de peso de los animales a través del tiempo, 
expuestos a una solución 115 mM de NaCl, inyectados antes 
de la deshidratación con OPC31260 o solución vehiculo según 
correspondiera. Las barras representan el error estándar.
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En general se observa que el grupo 90% 

de deshidratación tiene una tendencia a 

mostrar una permeabilidad mayor que el 

resto de los grupos, aunque esta tendencia 

está presente desde el inicio del ensayo. 

A los 15 minutos de exposición no se 

encontraron diferencias debidas al nivel 

de deshidratación (F
(2,66)

 = 0 ,73; p=0,48), 

ni por la droga (F
(1,66)

 = 1,93; p=0,17) y 

tampoco se encontró interacción entre los 

factores. A los 180 minutos se encontró 

que el grupo 90% de deshidratación tuvo 

una permeabilidad mayor que el resto 

de los grupos (F
(2,66)

=5,6, p<0,05; LSD 

100% - 90%  p<0,05; 90%-80% p<0,05; 

100% - 80% p=0,22), mientras que no se 

encontraron diferencias por efecto de la 

droga (F
(1,66)

 = 1,25; p=0,26) ni interacción 

entre los factores (F
(2,66)

 = 0 ,87; p=0,42). 

Del análisis presentado anteriormente se 

excluyeron los animales que experimentaron 

una reducción abrupta de su peso durante 

el tiempo de permanencia en el contenedor 

(lo cual podría relejar la orina eliminada 
durante el ensayo). Como era esperado, se 

observó una mayor cantidad de animales 

hidratados al 100% que eliminaron orina 

durante el experimento que el resto de los 

grupos, pero los sapos hidratados al 100% 

e inyectados con OPC31260 lo hicieron 

en mayor proporción (grupo 100% + 

OPC31260: 7 de 21; grupo 100%: 1 de 12; 

grupo 90% + OPC31260: 1 de 12; en los 

demás grupos ninguno). 

Por lo tanto, mediante el bloqueo de los 

receptores V2 de AVT en estas condiciones, 

no se observaron variaciones en el peso 

de animales al 80% de su PS (condición 

de hidratación necesaria para luego usar 

dichas soluciones en los entrenamientos 

comportamentales). 

Experimento 7: Efecto de la 
administración de un antagonista de 
AVT –OPC31260- sobre el intercambio 
hidrosalino a diferentes niveles 
de deshidratación en una solución 
levemente hiperosmótica

Materiales  y Métodos

Sujetos: Se utilizaron 36 sapos machos 

adultos de la especie Rhinella arenarum de 

la Provincia de Buenos Aires.

Selección de los sujetos y  procedim iento 

previo general: Se realizó el mismo 

procedimiento que en el Experimento 1.

Procedim iento experim ental: Los anima-

les seleccionados previamente fueron divi-

didos en seis grupos. Los grupos fueron los 

siguientes:

- 100% (n=6)   y   100% + OPC31260 (n=5) 

(en su peso estándar, PS). 

- 90% (n=6)   y   90% + OPC31260 (n=6) 

(deshidratados un 10% del PS). 

- 80% (n=6)   y   80% + OPC31260 (n=6) 

(deshidratados un 20% del PS).

Se llevó a cabo el mismo procedimiento 

que en el experimento anterior pero con la  

diferencia que el recipiente experimental 

contenía una solución de 300 mM de NaCl. 

Estadística: Se realizó el análisis de los 

datos mediante ANOVA de dos factores 

y de una vía con contrastes a posteriori 

mediante el test LSD. En todos los casos 

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

en el nivel 0 .05.

Resu ltados  

Los resultados mostraron que los animales 

luego de 180 minutos en una solución 

hipertónica con respecto a su plasma se 

deshidratan. La máxima pérdida promedio 

fue -3,78 g/ 100g en el grupo 90% y la 

mínima de -1,94 g/ 100g en el 

grupo 100% sin OPC31260. 

No se encontraron 

diferencias debidas al nivel 

de deshidratación (F
(2,29)

 

= 4,03; p=0,19), ni por la 

droga (F
(1,29) 

= 1,71; p=0,40) 

y tampoco interacción entre 

los factores (F
(2,29)

=1,9; 

p=0,45) (Figura 24).

 La permeabilidad de los 

grupos expuestos a 300 mM 

de NaCl con o sin OPC31260 

se mantuvo constante (100% 

sin OPC31260 T15 = 1,69 x 

10-6 a T180 = 1,99 x 10-6 R2=0,0053; 90% sin 

OPC31260  T15= 2,51 x 10-6 a T180 = 2,22 x 

10-6 R2=0,49; 80% sin OPC31260 T15= 1,77 

x 10-6 a T180 = 2,78 x 10-6 R2 =0,06; 100% 

con OPC31260  T15= 1,77 x 10-6 a T180 = 

2,77 x 10-6 R2=0,15; 90% con OPC31260  

T15= 3,10 x 10-6 a T180 =2,40 x 10-6 R2=0,28; 

80% con OPC31260 T15= 3,30 x 10-6 a 

T180 = 2,60 x 10-6 R2 =0,06) (Figura 25). 

La permeabilidad a los 180 minutos no se 

Fig. 25: Permeabilidad de la piel de los sapos a través del tiempo 
cuando son expuestos a una solución 300 mM de NaCl con y sin 
OPC31260. Las barras indican el error estándar.

Fig. 24: Variación de peso de los animales a través del tiempo, 
expuestos a una solución 300 mM de NaCl, inyectados antes 
de la deshidratación con OPC31260 o solución vehículo, según 
correspondiera. Las barras representan el error estándar.
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vió afectada por la deshidratación (F
(2,29) 

= 

0,35; p=0,70), ni por la droga (F
(1,29)

=0,01; 

p=0,92) y tampoco hubo interacción entre 

los factores (F
(2,29)

=0,04; p=0,96).

Por lo tanto, tampoco se hallaron 

diferencias debidas a la administración del 

antagonista de los receptores V
2
 de AVT en 

un medio levemente hiperosmótico.

En vista de los resultados anteriores y con 

el in de evaluar si la administración crónica 
de OPC31260 en animales con altos niveles 

de deshidratación (20% del PS) podría 

producir diferencias en la captación de agua 

se realizó el siguiente experimento.

Experimento 8: Efecto de la 
administración crónica de un 
an tagon is ta de  AVT -OPC3126 0 - 

sobre la captación de agua en un 
estado de deshidratación elevado en 
una solución isosmótica

Materiales  y Métodos

Sujetos: Se utilizaron 32 sapos machos 

adultos de la especie Rhinella arenarum de 

la Provincia de Buenos Aires.

Selección de los sujetos y  procedim iento 

previo general: se realizó el mismo 

procedimiento que en el Experimento 1.

Procedim iento experim ental: Los anima-

les seleccionados previamente fueron divi-

didos en dos grupos. Los grupos fueron los 

siguientes:

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

PS)

- 80% + OPC31260 (n=16) (deshidratados 

un 20% del PS)

Luego de la determinación de peso se colocó 

a los animales en sus respectivos recipientes 

durante 8 horas aproximadamente a in de 
estabilizar sus parámetros isiológicos. A 
continuación se les inyectó 5 µlitro/ g de 

animal del antagonista de AVT (dosis 4 

µmoles/ kg de animal) o el mismo volumen 

del vehículo (Solución de Ringer` s) según 

correspondiese durante 5 días consecutivos. 

El día 5 luego de la inyección de antagonista 

o vehículo se esperaron 30 minutos  y se 

comenzó la deshidratación de los mismos. 

Cuando todos los animales llegaron al 

peso correspondiente se los colocó otros 

30 minutos en sus respectivos recipientes 

y luego se comenzó el experimento. Los 

animales permanecieron por 180 minutos 

en un recipiente con 150 ml de una solución 

de 115 mM de NaCl. La variación de peso de 

los individuos fue registrada cada 15 minutos 

durante el período que duró el experimento.  

Aquellos sapos que orinaron durante los 

días de previos o durante el experimento 

fueron descartados del análisis. 

Estadística: Se realizó el análisis de los 

datos mediante ANOVA de una vía con 

contrastes a posteriori mediante el test LSD. 

En todos los casos para estas comparaciones 

la signiicancia fue evaluada estableciendo 
el valor de alfa en el nivel 0 .05.

Resu ltados

En términos generales, los animales 

mantenidos durante 5 días a una 

deshidratación del 20% de su peso estándar 

y expuestos a una solución de 115 mM de 

NaCl durante 180 minutos mostraron un 

aumento promedio de peso de 19,20 g/ 100g 

de PS. Sin embargo, no se observaron efectos 

de la administración crónica de OPC31260 
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para dicho nivel de deshidratación 

(F
(1,29)

=0,53 p=0.47) (Figura 26).

Discusión de los experimentos 6, 
7 y 8

Los resultados obtenidos en estos expe-

rimentos indican que, independientemen-

te del nivel de hidratación, la variación de 

peso experimentada por Rhinella arena-

rum cuando se lo expone a soluciones ex-

ternas de diferentes osmolaridad no invo-

lucraría a los receptores V2 de AVT. Estos 

datos ampliarían los encontrados por Re-

boreda y colaboradores (1991) quienes re-

portaron poca o nula participación de la 

hormona AVT en la captación de agua antes 

del descubrimiento de la existencia de las 

acuaporinas. Otros géneros en los cuales se 

produce una pequeña o nula respuesta de 

AVT sobre la permeabilidad o respuesta de 

la piel son Necturus (Bentley y Yorio 1977), 

Xenopus y  Dicoglossus (Heller y Bentley 

1965). Hillyard (1975, 1976) encontró que la 

piel de Scaphiopus couchii respondía a AVT 

sólo en los primeros días después de salir 

del letargo, pero no durante la época de re-

producción o después de haber estado en el 

laboratorio durante varias semanas.

Nuestros datos no apoyarían el modelo 

propuesto para Hyla japonica en el 

cuál la unión de AVT con los receptores 

V2 implicaría la translocación de las 

acuaporinas que están en vesículas hacia 

la membrana plasmática. Varias razones 

podrían explicar las diferencias con este 

modelo en H. japónica. Teniendo en cuenta 

los resultados obtenidos en nuestro modelo, 

la más parsimoniosa es que el mecanismo 

implicado en R. arenarum no involucraría 

los receptores V2 de AVT. Si bien se han 

encontrado AQPh2 y AQPh3 en la piel de 

especies del genero Bufo (Ogushi et al. 

2010), no hay hasta el momento estudios 

sobre la distribución de estas acuaporinas 

en la piel de R. arenarum , con lo cual cabe 

la posibilidad de que  no se encuentren o 

estén distribuidas de otra manera. 

Si bien el objetivo del experimento fue 

analizar la participación de los receptores 

V2 en la captación de agua, es interesante 

destacar que el bloqueo de los mismos 

produjo una tendencia a una mayor 

eliminación de orina en los animales 

hidratados al 100% de su peso estándar 

con respecto a los otros grupos de animales 

deshidratados, lo cual podría atribuirse al 

bloqueo de la acción antidiurética que posee 

la hormona AVT. 

Un aspecto complementario que requeriría 

de una investigación más exhaustiva es el 

estudio de la participación de OPC31260 en 

la producción o liberación de orina en los 

sapos, dado que esa es la aplicación potencial 

Fig. 26: Variación de peso de los animales a 
través del tiempo, los cuales previamente fueron 
inyectados durante 5 días con solución de 
OPC31260 o solución vehículo, expuestos a una 
solución 115 mM de NaCl. Las barras representan 
el error estándar.
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de la droga en humanos (Takahashi et al. 

2012).

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 investigación manipulando los 

mecanismos nerviosos que potencialmente 

regulan la variación de peso. Dentro de estos  

mecanismos nerviosos nos centramos en la 

acción de las vías colinérgicas mediante la 

utilización de atropina (un antagonista de 

acetilcolina).   

SERIE EXPERIMENTAL 4

Es tu d io  d e  lo s  m e can is m o s 

n e rv io s o s  re gu lad o re s  d e l 

intercambio iónico y acuoso

Introducción

La implicancia del sistema nervioso 

autónomo en el balance acuoso fue una 

de la hipótesis planteadas por Segura 

y colaboradores (1982) en base a sus 

resultados sobre (1) el balance de agua 

negativo que poseían los sapos de nuestra 

especie en estudio R. arenarum que eran 

sometidos a una manipulación constante 

y (2) la gran captación de agua inducida 

por la anestesia general administrada 

que persistía aun cuando el sistema 

productor de la hormona antidiurética 

era totalmente destruido. Experimentos 

posteriores de Segura y colaboradores 

(1982b) y Reboreda y colaboradores (1991) 

conirman la participación del sistema 
autónomo simpático en la captación de 

agua de sapos totalmente hidratados y 

deshidratados un 80% de su peso estándar. 

En este último trabajo, los resultados 

apoyan la hipótesis de la participación 

de los receptores ß-adrenérgicos en el 

control de la permeabilidad al agua de la 

piel de los sapos durante la rehidratación. 

La administración sistémica del agonista 

ß-adrenérgico, isopoterenol (5 mg /  kg),  en 

animales totalmente hidratados aumentó 

la permeabilidad de la piel a los valores 

observados en animales deshidratados 

al 80% de su PS luego de 90 minutos de 

iniciada. Dicho efecto también se encontró 

en Scaphiopus couchi, Bufo cognatus y Bufo 

bufo (Hillyard 1979, Viborg y Rosenkilde 

2004, Yokota y Hillman 1984). 

La acción adrenérgica aparentemente 

es independiente de la acción de AVT y 

tiene un efecto aún más fuerte sobre la 

permeabilidad de la piel. Sin embargo, se 

sabe muy poco acerca de la importancia 

isiológica de estos efectos o su relación con 
la ecología de los anibios.

La participación del sistema nervioso 

autonómico parasimpático en el balance 

acuoso ha sido menos estudiada. Estudios 

in vitro, realizados por Kirschner en 1953 

y 1955, en Rana esculenta mostraron 

que la adición de atropina (antagonista 

competitivo del receptor muscarínico de 

acetilcolina) en la cara apical de la piel 

produce una aumento en la entrada de sodio 

hacia el compartimento basolateral. Dicho 

efecto,  al menos en concentraciones por 

debajo de 10  mM/ L, se mantiene durante 

todo el tiempo que el compuesto está en 

el baño. La piel es capaz de responder 

a un incremento de atropina aun luego 

de 5 horas en el baño. Pero si la atropina 
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era administrada en el lado basolateral, 

el efecto era sólo transiente. El efecto 

es completamente reversible y se puede 

obtener un resultado similar si se utiliza 

tubocurarina (principio activo del curare: 

antagonista de los receptores nicotín icos 

de acetilcolina). 

Existe un solo registro realizado en  nues-

tro laboratorio en el cuál se abordó un estu-

dio acerca del efecto de atropina. En dicho 

experimento animales hidratados al 100% 

de su peso estándar eran separados en tres 

grupos (lesionados en el mesencéfalo, to-

talmente hipoisectomizados postquias-

máticamente y con operación simulada –

sham-), inyectados con atropina (3mg/ kg 

disuelto en 115 mM de NaCl) y colocados 

en un recipiente con agua corriente duran-

te 3 horas. Los animales eran pesados cada 

15 minutos y se les vaciaba la vejiga antes 

de colocarlos nuevamente en el recipiente. 

Luego de esta manipulación no se encontró 

efecto de atropina en la captación de agua 

ni en la producción de orina en todos los 

grupos (Segura, 1982b).

Por otra parte, en pruebas comporta-

mentales preliminares, realizadas tam-

bién en nuestro laboratorio, en las que se 

investigaba la implicancia de las vías co-

linérgicas en el aprendizaje y memoria de 

una tarea instrumental, se encontró una 

tendencia a una mayor captación de agua 

de los animales a los cuales se les admi-

nistraba atropina crónicamente durante 5 

días (Lic. Puddington M.M., comunicación 

personal). Dada la existencia de esta ten-

dencia encontrada en animales deshidra-

tados un 80% de su peso estándar, los cua-

les estaban sometidos a una situación de 

aprendizaje similar a las expuestas en los 

experimentos realizados para esta tesis se 

decidió analizar la implicancia de las vías 

colinérgicas en la variación de peso de los 

sapos. 

Se programaron así dos experimentos en 

los que se evaluaría si la administración 

aguda de Atropina en animales con 

distintos niveles de deshidratación genera 

diferencias en la captación de agua: uno, 

exponiendo a los sapos a un medio externo 

isosmótico (solución 115 mM de NaCl); y 

el otro, exponiéndolos a un medio externo 

levemente hiperosmótico (solución 300 

mM de NaCl).

Experimento 9: Efectos de la 
administración de Atropina 
(anticolinérgico) sobre la captación 
de agua a diferentes niveles de 
hidratación en una solución 
isosmótica

Mate ria les  y m é to do s

Sujetos: Se utilizaron 36 sapos machos 

adultos de la especie Rhinella arenarum 

de la Provincia de Buenos Aires.

Selección de los sujetos y  procedim iento 

previo general: se realizó el mismo 

procedimiento que en el Experimento 1.

Procedim iento experim ental: Los ani-

males seleccionados previamente fueron 

divididos en seis grupos. Los grupos fue-

ron los siguientes:

- 100% (n=6)   y   100% + Atropina (n=6) 

(en su peso estándar, PS). 

- 90% (n=6)   y   90% + Atropina (n=6) 

(deshidratados un 10% del PS). 
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- 80% (n=6)   y   80% + Atropina (n=6) 

(deshidratados un 20% del PS). 

El día previo a comenzar con el 

experimento se determinó el peso 

estándar (PS) de los animales y se utilizó 

la misma balanza del Experimento 1.. Los 

valores variaron entre 72 g a 134,9 g. No 

registrándose diferencias entre los PSs de 

los mismos (F
(5,30)

=0,15, p=0 .98).

Luego de la determinación de 

peso (vaciamiento de las vejigas de 

los individuos) se los dejó en sus 

respectivos recipientes durante 8 horas 

aproximadamente a in de estabilizar sus 
parámetros isiológicos. Se los colocó en 
jaulas de deshidratación a in de que lleguen 
al peso establecido en el grupo al que 

fueron asignados azarosamente. Cuando 

todos los animales llegaron al peso se los 

colocó por 30  minutos en sus respectivos 

recipientes. A continuación se les inyectó 5 

µlitro/ g de animal de Atropina (dosis 150 

mg/ kg de animal)  o el mismo volumen de 

solución de solución de Ringer` s según 

correspondiese. Se los 

colocó nuevamente por 30 

minutos en sus recipientes 

y luego se dio comienzo 

al experimento. Los 

animales permanecieron 

por 180  minutos en 

un recipiente con 150 

ml de una solución de 

115 mM de NaCl. La 

variación de peso de los 

individuos fue registrada 

cada 15 minutos durante 

el período que duró el 

experimento. 

Los animales que mostraron una 

variación negativa desproporcionada de 

peso durante el tiempo de permanencia en 

el recipiente, fueron excluidos del análisis 

general. Se realizó un análisis cualitativo 

del estado de los animales durante el 

tiempo de permanencia en la solución. 

Estadística: Se realizó el análisis de los 

datos mediante ANOVA de dos factores 

y de una vía con contrastes a posteriori 

mediante el test LSD. En todos los casos 

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

en el n ivel 0 .05.

Resu ltados  

Los resultados indican que la captación de 

agua ya había aumentado debido al bloqueo 

de los receptores muscarinícos colinérgicos 

a los 15 minutos de exposición aguda a 

una solución 115 mM de NaCl (F
(1,30)

=4,6, 

p<0,05). Al igual que en los experimentos 

anteriores, a medida que el nivel de 

deshidratación era mayor aumentaba la 

Fig. 27: Variación de peso de los animales a través del tiempo, expuestos 
a una solución 115 mM de NaCl, inyectados luego de la deshidratación 
con  atropina o solución de Ringer`s, según correspondiera. Las 
barras representan el error estándar.
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captación de agua (F
(2,30)

=34,7, p<0,001; 

LSD 100-90 p>0,05; 90-80 p<0,05; 100-80 

p<0,05). No se encontró interacción entre 

los factores (F
(2,30)

=, p>0,05) (Figura 27).

Cabe destacar que el aumento en la capta-

ción de agua que genera el tratamiento con 

atropina produjo una captación similar a la 

que se origina en el nivel de deshidratación 

siguiente (Figura 28). 

La permeabilidad se mantuvo constante 

a lo largo del tiempo en todos los grupos 

expuestos a una solución de 115 mM de 

NaCl (80% T15= 4,73 x 10-5 a T180 = 3,60 

x 10-5 R2 =0,35; 90% T15= 4,00 x 10-5 a 

(T180) = 5,30 x 10-5 R2=0,172;  100% T15= 

4,63 x 10-5 a (T180) = 4,61 x 10-5 R2=0,038). 

Para los grupos que estuvieron expuestos 

a atropina se encontró que el grupo 90% 

(T15= 6,29 x 10-5 a (T180) = 1,09 x 10-4 

R2=0,67) y el grupo 80% (T15= 5,97 x 10-5 a 

(T180) = 8,88 x 10-5 R2=0,63) aumentaron 

su permeabilidad, mientras que el grupo 

100% (T15= 3,56 x 10-5 a (T180) = 2,25 x 10-5 

R2=0,14) se mantuvo estable (Figura 29).

A los 15 minutos de exposición no se 

encontró efecto de la deshidratación 

(F
(2,64)

=1,95; p=0,15), ni de la amilorida 

(F
(1,64)

=2,7; p=0,10) y tampoco hubo 

interacción entre los factores (F
(2,64)

=0,12; 

p=0,88) sobre la permeabilidad de la piel 

de los sapos. Si este mismo análisis se 

realiza a los 120 minutos se observa que la 

exposición de los sapos a atropina aumentó 

Fig. 29: Permeabilidad de la piel de los sapos a través del tiempo 
cuando son expuestos a una solución 115 mM e inyectados con 
solución de Ringer`s o Atropina. Las barras indican el error 
estándar.
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la permeabilidad (F
(1,64)

 = 12,92; p< 0 ,001). 

Para el grupo 90% fue mayor que la del 

grupo 80% e igual que la del grupo 100%, 

mientras que la del  grupo 100% no se 

diferenció de la del grupo 80% (F
(2,64)

= 3,55; 

p<0,05; LSD 90%-80% p<0,05; 90%-100% 

p=0,19 y 100%-80% p=0,2) y no se encontró 

interacción entre los factores (F
(2,64)

=1,50; 

p=0,23) (Figura 30).

Experimento 10: Efectos de la 
administración de Atropina sobre la 
captación de agua a diferentes niveles 
de hidratación del sapo común en una 
solución levemente hipertónica

Materiales  y Métodos

Sujetos: Se utilizaron 58 sapos machos 

adultos de la especie Rhinella arenarum de 

la Provincia de Buenos Aires.

Selección de los sujetos y  procedim iento 

previo general: Se realizó el mismo 

procedimiento que en el Experimento 1.

Procedim iento experim ental: Los anima-

les seleccionados previamente fueron divi-

didos en seis grupos. Los grupos fueron los 

siguientes:

- 100% (n=9)   y   100% + Atropina (n=9) 

(en su peso estándar, PS) 

- 90% (n=9)   y   90% + Atropina (n=9) 

(deshidratados un 10% del PS) 

- 80% (n=9)   y   80% + Atropina (n=13) 

(deshidratados un 20% del PS) 

Se llevó a cabo el mismo procedimiento 

que en el experimento anterior pero con la  

diferencia que el recipiente experimental 

contenía una solución de 300 mM de NaCl. 

Los animales que en algún momento de 

las tres horas de permanencia presentaban 

pérdida de relejos y falta de movimiento 
fueron descartados del análisis. 

Estadística: Se realizó el análisis de los 

datos mediante ANOVA de dos factores 

y de una vía con contrastes a posteriori 

mediante el test LSD. En todos los casos 

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

en el nivel 0 .05.

Resu ltados

En general, se observó que los animales 

pierdieron peso a lo largo del tiempo cuando 

fueron expuestos a la solución levemente 

hiperosmótica de 300 mM de NaCl. Al 

cabo de 180 minutos, la pérdida de peso 

fue mayor para los grupos hidratados un 

100% (-3,9 g/ 100g) y un 90% (-3,5 g/ 100 

g) que para los animales que presentaban 

una hidratación del 80% al inicio del 

experimento (-2,2 g/ 100 g) (F
(2,46)

=6,35, 

p<0,05; LSD 100-80 p<0,05, 90-80 

p<0,05 y 100-90 p>0,05). No se encontró 

efecto de atropina (F
(1,46)

=0,19, p>0,05), ni 

interacción entre los factores (F
(2,46)

=0,36 

p>0,05) (Figura 31).

Fig. 30: Permeabilidad de la piel de los sapos a los 
120 minutos de exposición a una solución 115 mM 
de NaCl con y sin Atropina. Las barras indican el 
error estándar.
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El análisis cualitativo de los animales 

durante las tres horas de exposición a la 

solución mostró que el 38% de los sapos 

del Grupo 80% con atropina presentaron 

pérdida de relejos y fueron eliminados 
del análisis. El  11% de los animales (1 de 

9) del grupo 90% con atropina presentaron 

pérdida de relejos, mientras que en el grupo 

100% con atropina sólo se encontraron dos 

animales con falta de tonicidad muscular, 

pero con relejos. Los animales en los grupos 
sin atropina no presentaron estos síntomas.

La permeabilidad se mantuvo constante 

a lo largo del tiempo en todos los grupos 

expuestos a una solución de 300 mM de 

NaCl inyectados con 

solución de Ringer´ s  

(100% T15= 1,14 x 10-6  

a T180 = 1,72 x 10-6 

R2=0,046; 90% T15= 

2,90 x 10-6 a T180 = 

2,26 x 10-6 R2=0,47; 

80% T15= 5,65 x 10-7 

a T180 = 1,68 x 10-6 R2 

=0,35) y con atropina  

(100% T15= -2,13 x 10-6  

a T180 = 3,25 x 10-6 

R2=0,21; 90% T15= 

-1,32 x 10-6 a T180 = 

1,53 x 10-6 R2=3 x 10-5; 

80% T15= 1,68 x 10-6 

a T180 = 2,44 x 10-6 

R2=0,12) (Figura 32).

Fig. 32: Permeabilidad de la piel de los sapos a través del tiempo cuando son 
expuestos a una solución 300 mM de NaCl con y sin atropina. Las barras 
indican el error estándar.
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Fig. 31: Variación de peso de los animales a través del tiempo, 
expuestos a una solución 300 mM de NaCl, inyectados luego de 
la deshidratación con Atropina o Solución de Ringer`s, según 
correspondiera. Las barras indican el error estándar.
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A los 15 minutos, no se encontraron 

diferencias en la permeabilidad según la 

deshidratación (F
(2,46)

=0,55 p>0,05), ni 

efecto de la Atropina (F
(1,46)

=2,60 p>0,05) y 

tampoco hubo interacción entre los factores 

(F
(2,46)

=1,57 p>0,05). En términos generales, 

el peril observado en estos momentos 
iniciales se mantiene hasta los 180 minutos. 

Discusión de los experimentos 9 y 10

Si bien la mayoría de los datos encontrados 

sobre la participación del sistema nervioso 

autónomo en la captación de agua reieren 
al sistema simpático a través de los recep-

tores ß-adrenérgicos (Segura et al. 1982b, 

Reboreda et al. 1991, Viborg y Rosenkilde 

2004), nuestros datos muestran que ade-

más el sistema parasimpático, mediante la 

vías colinérgicas asociadas a los receptores 

muscarínicos, también estaría involucrado. 

La unión de acetilcolina a dichos recepto-

res en la piel provocaría una inhibición de 

la captación de agua (disminuyendo la per-

meabilidad de la piel) que sería revertida 

mediante la administración de atropina. 

Sobre la base de nuestro conocimiento, éste 

constituye el primer hallazgo in vivo en an-

ibios de este fenómeno.

El tratamiento administrado a los 

animales del grupo 80% podría ser utilizado 

en experimentos comportamentales que 

requieran un cambio en la calidad del 

refuerzo, como por ejemplo investigar el 

comportamiento de contraste sucesivo 

negativo o positivo, tal como se hizo 

en experimentos previos (Muzio et al. 

2011), pero ahora manipulando el control 

adrenérgico de la permeabilidad usando 

soluciones externas isosmóticas. Tal como 

se expresó en la introducción general, 

a lo largo de todos los estudios previos 

desarrollados en nuestro laboratorio, la 

magnitud del reforzador fue cambiada 

mediante la cantidad de agua destilada 

que se les daba a consumir (1 ml o 4 

gotas de agua destilada) o el tiempo de 

exposición a agua deionizada (20s, 80s, 

300s, 320s, 600s, o 1280s) o cambiando 

la osmolaridad de la solución externa (de 

agua deionizada a 225, 212 o 200 mM de 

NaCl) (Schmajuk et al. 1981, Muzio et al. 

1992, Papini et al. 1995, Muzio et al. 2011). 

La utilización del tratamiento con atropina 

permitiría modiicar la calidad del  refuerzo 
manteniendo la osmolaridad externa 

constante.  Este tratamiento no podría ser 

utilizado en protocolos donde la solución 

externa sea de 300 mM NaCl (levemente 

hiperosmótica y potencialmente aversiva) 

debido a que se encontró un alto porcentaje 

de animales que pierden los relejos en 
dicha situación. Un análisis cuantitativo 

y en mayor profundidad sería necesario a 

in de establecer si el efecto encontrado es 
signiicativo o no.

DISCUSIÓN GENERAL

Aprendizaje  y Com portam ien to

Para el estudio sistemático del 

comportamiento de los anibios, en 
particular del aprendizaje, en los protocolos 

experimentales desarrollados en nuestro 

laboratorio se deinieron, entre otros, los 
siguiente parámetros: reforzador (agua 

deionizada o distintas soluciones con 

diferentes concentraciones de cloruro de 

sodio), tiempo de reforzamiento (2, 5 o 10 

minutos),  nivel de deshidratación (80%). 
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Los reforzadores han sido clasiicados, de 
acuerdo a la variación de peso que produce 

en los animales luego de ser expuesto al 

mismo, 1) apetitivo: los animales aumentan 

su peso debido a la captación de agua, 2) 

neutro: los animales no tienen variación en 

su peso, o sea, no ganan ni pierden agua y 3) 

aversivo: los animales pierden peso debido a 

la pérdida de agua (Daneri et al. 2007, Muzio 

et al. 2011). Los parámetros usados en los 

experimentos comportamentales realizados 

en esta tesis (agua deionizada o distintas 

soluciones con diferentes concentraciones 

de cloruro de sodio como reforzadores, 2 

minutos de tiempo de reforzamiento  y un 

nivel de deshidratación del 80% de su PS) 

mostraron que en dichas condiciones los 

sapos aprenden a encontrar un refuerzo 

apetitivo que se encuentra a la derecha o a 

la izquierda de su propia posición. Además, 

los animales aprenden la tarea de recorrer 

un corredor recto cuando al inal del mismo 
encuentran una solución en la cual se 

pueden hidratar (refuerzo apetitivo) y no lo 

recorren cuando la solución que encuentran 

no les permite hidratarse (solución neutra) 

o se deshidratan (solución aversiva). De 

esta manera se demostró que los sapos 

cambian su comportamiento dependiendo 

del tipo de solución que encuentran como 

reforzador. 

Los animales expuestos a una solución de 

300 mM de NaCl son los únicos que cambian 

su conducta en el compartimento meta a 

lo largo de las sesiones. Estos animales no 

ganan ni pierden peso durante el tiempo de 

exposición a la solución, o sea no reciben 

ni recompensa ni castigo, pero aun así 

aumentan el tiempo de permanencia en la 

misma y la cantidad de desplazamientos 

que realizan. Estos datos indican que los 

animales cambian su comportamiento aún 

cuando no varía su nivel de hidratación. 

Suponemos que este cambio podría estar 

asociado (en  una situación inescapable 

como la presentada a estos animales) a una 

adaptación isiológico-comportamental 
a in de poder mantener su estado de 
hidratación o a un intento a largo plazo de 

tratar de conseguir mayores beneicios de 
una solución que no se los brinda de manera 

inmediata.  

Las condiciones evaluadas en el laboratorio 

hasta la presente tesis, tomaron en cuenta la 

variación de osmolaridad del medio externo 

a in de analizar distintas habilidades de 
aprendizaje. Adicionalmente, en esta tesis 

se estudió la modiicación de diferentes 
mecanismos reguladores de la captación 

de agua a in de obtener condiciones en 
las cuales cambie la captación de agua de 

los animales aun cuando la osmolaridad 

se mantenga constante, con el objeto de 

obtener así una nueva clase de diferentes 

reforzadores que puedan ser usados en 

futuros protocolos de comportamiento.

De las drogas evaluadas en esta tesis, las 

únicas que produjeron una diferencia en 

la captación de agua cuando la solución 

externa era apetitiva (115 mM de NaCl) 

fueron amilorida y atropina. Sin embargo, 

la variación en la captación de agua con 

ambas drogas en los animales hidratados 

al 80% de su peso estándar se produce 

en un período superior al tiempo de 

refuerzo establecido en los protocolos de 

aprendizaje instrumental, por lo cual se 

requiere una investigación más exhaustiva 

para establecer si es posible utilizar dichas 
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drogas en los protocolos de aprendizaje 

(por ejemplo, cambiando la concentración 

de la dosis o el momento de administración 

de la misma).

Experimentos en Bufo alvarius (Nagai 

et al. 1999) mostraron que los animales 

expuestos a una solución de 250 mM de 

NaCl con amilorida (10µM) permanecen 

más tiempo en postura de absorción de 

agua que en la solución de 250 mM de NaCl 

sola. Los autores postulan que el cambio en  

el tiempo de hidratación se debería a que 

el transporte transepitelial de sodio estaría 

acoplado a un mecanismo quimiosensorial 

de evaluación de la fuente de hidratación a 

la cual están expuestos los sapos. Resultados 

similares se encontraron en B. puncatus 

(Von Seckendorff Hoff y Hillyard 1993) y 

B. m arinus (Maleek et al. 1999). Aunque se 

señala que a 300mM de NaCl la efectividad 

de la amilorida es menor (Nagai et al. 1999). 

Sería interesante investigar si este fenómeno 

también se produce en Rhinella arenarum. 

Más aún, dado que hemos encontrado 

que sin variación de peso la conducta de 

los sapos en el compartimiento meta del 

corredor recto luego de 11 sesiones cambia 

(aumenta la permanencia en la pileta y la 

cantidad de desplazamientos), es esperable 

que en presencia de amilorida estos 

comportamientos se vean disminuidos, 

mostrando así una participación de 

mecanismos quimiosensitivos en estos 

comportamientos. 

Fisiología de la variación de 
peso

Los primeros estudios desarrollados en 

Rana pipiens sobre la recaptación de agua 

en los anibios indicaban que la hormona 
AVT estaría involucrada en dicha función 

(Sawyer et al. 1959, Sawyer 1960a, b), 

pero resultados posteriores en los géneros 

Necturus (Bentley y Yorio 1977), Xenopus 

y Dicoglossus (Heller y Bentley 1965) y en 

Scaphiopus couchii (Hillyard 1975, 1976), 

Rhinella (Bufo) arenarum (Reboreda et 

al. 1987)  junto a los presentes resultados 

indicarían que la misma no estaría 

implicada. Esto relejaría que existe una 
variación entre especies del efecto de AVT 

sobre la recaptación de agua. Si bien en 

varios trabajos se ha intentado relacionar 

dicha variación en el efecto con diferencias 

ilogenéticas o ambientales, todavía no se 
ha llegado a una clara conclusión debido a 

que en los experimentos que lo realizaron se 

confunde ilogenia con ambiente, ya que las 
especies elegidas son de familias diferentes 

pero también presentan diferencias 

ambientales marcadas (Wells 2007).

Nuestros resultados indican que la 

permeabilidad de la piel de R. arenarum 

se ve afectada por los canales de sodio 

sensibles a amiloride y por las vías 

colinérgicas muscarínicas, mientras 

que no estaría involucrada la hormona 

AVT en esta capacidad. La misma se 

encuentra aumentada cuando se bloquean 

los receptores de las vías colinérgicas 

muscarinícas y disminuye cuando se 

bloquean los receptores ß adrénergicos 

(Reboreda et al. 1991), lo cual no sólo 

está mostrando que estaría regulada por 

vías nerviosas, sino también que la acción 

adrenérgica sería opuesta a la colinérgica. 

Los resultados presentados en esta tesis 

constituyen sobre la base de nuestro 

conocimiento el primer reporte in vivo de 
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la existencia de una regulación colinérgica 

sobre la permeabilidad de la piel en anibios, 
revelando además que su acción es contraria 

a la vía adrenérgica.

La permeabilidad, a diferencia de la 

captación de agua, no se ve afectada por 

la hidratación inicial que presentan los 

animales al ser expuestos a una solución de 

115 mM de NaCl. Estos resultados indican 

que las diferencias en la captación de agua 

podrían ser explicadas en su totalidad por un 

fenómeno de ósmosis, ya que al relativizar 

el lujo de agua por la diferencia entre la 
osmolaridad plasmática y la osmolaridad 

externa desaparecen tales diferencias. 

Los resultados muestran que la captación 

y pérdida de agua es diferente dependiendo 

de la hidratación inicial de los animales. 

Dichas diferencias pueden ser explicadas 

por diferencias entre la osmolaridad 

plasmática y la osmolaridad interna, ya que 

no hay diferencias en la permeabilidad de los 

animales según el estado de deshidratación 

inicial que presentan los individuos.

En cuanto a las drogas administradas, 

ninguna produce efecto sobre la variación 

de peso, por lo cual no pueden ser utilizadas 

en protocolos de aprendizaje con los 

parámetros mencionados anteriormente, 

en especial en los que se quiera observar 

cambios según la aversividad de la solución 

presentada.

En resumen, la amilorida y la atropina 

varían la captación de agua a través de la 

piel en los animales que se encuentran 

expuestos a una solución apetitiva mientras 

que no ocurre lo mismo cuando la solución 

es aversiva. Estos resultados indican 

que los mecanismos involucrados en la 

deshidratación por exposición a soluciones 

con alta salinidad no serían los mismos que 

los desencadenados cuando los animales 

pueden hidratarse desde soluciones con 

baja salinidad.

Es interesante destacar que la mayoría de 

los trabajos de investigación se basan en la 

recaptación de agua mediante la exposición 

de los animales a diferentes soluciones, 

pero son muy pocos o ninguno los que 

se centran en dilucidar los mecanismos 

involucrados en la evitación de la pérdida de 

agua cuando están expuestos a soluciones 

de alta salinidad, como es el caso de los 

experimentos planteados en esta tesis.

Finalmente, los resultados de esta tesis 

abren un interrogante sobre cuáles son 

los mecanismos que estarían involucrados 

en la evitación de la deshidratación de los 

sapos que están sometidos a ambientes de 

alta salinidad por un período prolongado, o 

que debido a la acción antrópica los mismos 

están expuestos a ambientes acuáticos 

salinizados.

Tomando los resultados de esta tesis en su 

conjunto, estamos ahora en condiciones de 

encarar a futuro experimentos de aprendizaje 

(considerando la situación estándar de los 

protocolos de entrenamiento en sapos) 

utilizando soluciones salinas y manipulando 

los mecanismos colinérgicos asociados 

de intercambio hidrosalino, logrando así 

una variación de peso en los animales 

manteniendo la misma osmolaridad 

externa. Especialmente, soluciones salinas 

apetitivas de baja osmolaridad (por 

ejemplo, 115 mM de NaCl) en presencia de 

bloqueantes de los receptores colinérgicos 

muscarínicos, mediante atropina. Este 
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procedimiento ayudará a ampliar las 

condiciones de prueba a las que se puede 

exponer a los anibios para veriicar en este 
grupo la existencia de distintos fenómenos 

de aprendizaje, muchos de ellos con un 

origen temprano a nivel evolutivo (Muzio et 

al. 2011).

La manipulación de estos mecanismos 

isiológicos, involucrados en la captación/
pérdida de peso de los sapos, podrá ser 

entonces usada en animales al 80% de su 

PS para estudiar cambios sorpresivos en las 

condiciones de recompensa y/ o castigo. De 

esta forma, la utilización de estos nuevos 

conocimientos ampliarán las posibilidades 

de entender la dinámica del balance 

hidrosalino en anibios en situaciones de 
aprendizaje.

CONCLUSIONES GENERALES 

- Sapos Rhinella arenarum parcialmente 

deshidratados aprenden a encontrar un 

reforzador apetitivo (agua deionizada) 

que se encuentra en una posición ija con 
respecto a su cuerpo (derecha o izquierda) 

(Experimento 1).

- La osmolaridad de la solución 

utilizada como refuerzo en un aprendizaje 

instrumental produce variación en el 

comportamiento de los individuos. Si la 

osmolaridad es nula (agua deionizada, 

reforzador apetitivo) los animales 

aumentan la rapidez de la respuesta con 

el entrenamiento. Por el contrario, si 

la osmolaridad de la solución es media 

(300mM de NaCl, solución neutra) o alta 

(800mM de NaCl, solución aversiva) ese 

comportamiento se inhibe desde la segunda 

sesión de entrenamiento (Experimento 2).

- En términos generales, a mayor 

deshidratación inicial mayor es la captación 

de agua que realizan los individuos 

expuestos a una solución de 115mM de 

NaCl (solución apetitiva), mientras que 

la permeabilidad de la piel no presenta 

variaciones. Este hecho muestra que las 

diferencias en la captación se deberían a la 

diferencia entre la osmolaridad plasmática 

y la osmolaridad externa (Experimento 3, 5, 

6 y 9).

- La amilorida produce un aumento en la 

permeabilidad de la piel y en la captación de 

agua en sapos expuestos a una solución de 

115mM de NaCl durante 180 minutos. Esto 

indica que existe una participación de los 

canales de sodio sensibles a amilorida en la 

permeabilidad de la piel (Experimento 3). 

Sin embargo, a los 15 minutos de exposición 

(tiempo máximo de reforzamiento 

utilizado en protocolos de aprendizaje) 

sólo los animales hidratados al 90% del PS 

muestran tales diferencias (esta condición 

de hidratación no es suiciente para generar 
una respuesta conductual motivada de 

forma estable).

- El benzamil produce un peril general 
similar al que produce la amilorida en 

cuanto al aumento en la permeabilidad 

de la piel y en la captación de agua en una 

solución de 115mM de NaCl (Experimento 5).

- Globalmente, el bloqueo de los recep-

tores V2 de AVT, mediante OPC31260, no 

produce cambios en la permeabilidad de la 

piel ni en la captación de agua de los anima-

les (Experimentos 6 y 7). La administración 

crónica de OPC31260, durante 5 días, a ani-

males deshidratados a un 80% de su PS no 

produce variación en la captación de agua 
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de los mismos respecto de sus controles 

(Experimento 8). Estos datos están en con-

cordancia con los resultados de Reboreda y 

colaboradores (1991) sobre la poca o nula 

participación de la hormona AVT en el ba-

lance acuoso en R. arenarum (estudios que 

fueron realizados antes del descubrimiento 

de las acuaporinas).

- El bloqueo de los receptores colinérgicos 

muscarínicos, mediante atropina, produce 

un aumento de la captación de agua y de la 

permeabilidad de la piel en sapos expuestos 

a una solución de 115mM de NaCl (solución 

apetitiva) desde los primeros 15 minutos 

(Experimento 9). El efecto contrario había 

sido encontrado cuando se bloquean los 

receptores ß adrenérgicos (Reboreda et al. 

1991). Estos resultados conirman que la 
captación de agua estaría regulada por vías 

nerviosas y, lo que es más signiicativo, que 
las vías colinérgicas actuarían de forma 

opuesta a las adrenérgicas. Sobre la base 

de nuestro conocimiento, este es el primer 

hallazgo  in vivo en anibios respecto del 
aumento de la captación de agua y de la 

permeabilidad de la piel por efecto del 

bloqueo de los receptores muscarínicos 

de atropina, revelando también así una 

participación colinérgica en este fenómeno.

- Los animales expuestos a una solución de 

300mM de NaCl no presentan cambios en 

la permeabilidad ni en la captación de agua 

cuando son tratados con amilorida, atropina 

u OPC31260 (Experimentos 4, 7 y 10). Esto 

indica que los mecanismos desencadenados 

cuando los animales se rehidratan en una 

solución de baja concentración salina (115 

mM NaCl) serían diferentes a aquellos que 

se activan cuando se deshidratan a partir de 

una solución de concentración media (300 

mM NaCl).

- A partir de los resultados generales de 

esta tesis, estamos ahora en condiciones 

de desarrollar nuevos experimentos de 

aprendizaje en sapos que amplían las 

condiciones de entrenamiento usadas 

hasta el presente. En particular, empleando 

como reforzadores distintas soluciones 

salinas de cloruro de sodio y manipulando 

los mecanismos colinérgicos asociados 

de intercambio hidrosalino (por ejemplo, 

soluciones salinas externas apetitivas de 

baja osmolaridad, 115 mM de NaCl, en 

presencia de bloqueantes de los receptores 

colinérgicos muscarínicos mediante 

atropina). 
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