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Resumen

La emision de VUs de 50 kHz por ratas adultas ha sido descrita como una respuesta a
estimulos positivos o reforzadores y su cuantificacion es utilizada para evaluar el estado
afectivo/hedonico de los individuos. Estas se pueden clasificar como Flat, o de frecuencia
constante, y se asocian a eventos no reforzadores de interaccion social; o de frecuencia
modulada (FM) vinculadas a estimulos altamente recompensantes como el juego o el
encuentro sexual. Mas recientemente, algunos trabajos proponen que una disminucion en la
emision de este tipo de VUs podria ser un indicador de estados afectivos negativos.

Interesados en el estudio del papel del neuropéptido hipotaldmico Hormona
Concentradora de Melanina (MCH) en la depresion, demostramos que la microinyeccion de
MCH en el nucleo serotoninérgico dorsal del rafe (NDR; vinculado a la neurobiologia de la
depresion y su terapéutica) induce un efecto de tipo-depresivo en el test del nado forzado
(TNF) en ratas, sensible al tratamiento con antidepresivos (fluoxetina y nortriptilina). Este
modelo identifica acciones anti- o pro-depresivas aungque no refleja de manera directa el estado
afectivo/emocional del animal. Asi, la evaluacion de la emisién de VUs parece adecuada para
estudiar la respuesta emocional de los animales y complementar la caracterizacion de la
respuesta conductual tipo-depresiva descrita para MCH.

En este trabajo estudiamos si el efecto pro-depresivo inducido por MCH intra-NDR se
acompafd de cambios en la emision de VUs de 50 kHz.

Utilizamos ratas macho, cepa Wistar, implantadas con canulas guia en el NDR mediante
estereotaxia. Seis dias luego de la recuperacion postoperatoria, los animales recibieron una
microinyeccién de MCH (50 ng) o vehiculo (salino) e inmediatamente después se registraron
las VUs durante 30 min (software Avisoft). Cuantificamos el nimero total de VUs, Flaty FM y la
latencia de aparicién de la primer VU. Luego se realizé el TNF (5 min) y se cuantificé el tiempo
de inmovilidad, nado y climbing.

Los resultados mostraron que los animales del grupo control emitieron VUs de 50 kHz
de ambos tipos, Flat y FM, aunque el tratamiento con MCH tendié a disminuir las VUs totales,
afectando de igual manera ambos subtipos, y aument6 la latencia de aparicion de la primera
VU. A su vez, observamos un aumento en el tiempo de inmovilidad (efecto pro-depresivo)
inducido por MCH en el TNF.

Este trabajo demuestra que el efecto pro-depresivo de MCH evaluado en el TNF
acompafado de una disminucion en la emision de VUs positivas, podria reflejar una respuesta

anheddnica caracteristica de un estado depresivo.



1. Introduccién

Vocalizaciones ultrasonicas: una herramienta para el estudio de desérdenes

emocionales

La emisién de llamadas en el rango del ultrasonido, denominadas vocalizaciones
ultrasonicas (VUs) estd presente en la naturaleza en una gran variedad de animales
vertebrados como anfibios, aves y mamiferos (Narins et al., 2014; Brudzynski., 2014; Olson et
al., 2018). La emision de estas llamadas es una respuesta espontanea en aquellos animales
que las emiten y es utilizada como medio de comunicacion (Brudzynski., 2018).

Observaciones etologicas indican que este tipo de emisiones juegan un papel
significativo adaptativo en animales sociales, relevante para la supervivencia (Porges y Lewis.,
2009). Algunas de las funciones propuestas para las VUs incluyen funciones filiativas y de
locacion, mantenimiento de vinculos comunicativos/sociales entre individuos dentro de un
grupo, brindar informacion sobre el estado emocional, asi como informar sobre situaciones de
alarma o peligro para promover la defensa o escape (Snowdon., 1997; Brudzynski., 2005;
Tyack., 2008).

Los roedores, emiten VUs frente a diversos estimulos y se ha propuesto que el
registro y analisis de las VUs en animales de experimentacion podria ser una medida
informativa en estudios neuroconductuales, constituyendo una herramienta etolégicamente
relevante (Anderson., 1953; Simola y Granon., 2018). En este sentido, el analisis de la emision
de VUs ha despertado interés por su potencial utilidad como medida o indicador de
comportamientos motivados o emocionales, lo que se ve reforzado por el hecho de que la
emision de VUs es dependiente de su valencia (Brudzynski., 2013).

En ratas adultas las VUs emitidas se clasifican en dos grandes categorias en funcién
de la frecuencia promedio en la cual se encuentran: las de 22 kHz o de baja frecuencia (Fig.
1A) y de 50 kHz o de alta frecuencia (Fig. 1B), las cuales poseen a su vez, distinta significancia

comportamental, emocional y fisiolégica (Simola y Brudzynski., 2018a).
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Figura 1: Espectrogramas representativos de VUs: (A) 22 kHz y (B) 50 kHz (Flat y FM). Se observa la estructura
acustica de cada tipo de vocalizacion. La escala de color del lado derecho de la figura indica la intensidad de sonido

relativa de las vocalizaciones en dB (Tomado de Simola y Brudzynski., 2018a)

Las VUs de baja frecuencia o también conocidas como llamadas de alarma, se
caracterizan por tener una frecuencia relativamente constante, aparecen en el rango de 18-32
kHz y son generalmente de larga duracion (300-3400 ms; Portfors., 2007; Brudzynski., 2015)
En situaciones experimentales, se ha observado un aumento de este tipo de vocalizaciones
como respuesta a diversos estimulos estresantes o aversivos como la exposicién a foot-shocks
0 situaciones de aislamiento o dolor (Tonoue et al., 1986; Barroso et al., 2019). En este
contexto, la emision de VUs de 22 kHz en respuesta a estrés ha sido propuesta como indicador
de un estado de tipo-ansioso en ratas, sensible al tratamiento con drogas ansioliticas. (Molewijk
et al., 1995; Sanchez., 2003). Sin embargo, en situaciones tales como la relajacién post-
eyaculatoria luego del encuentro sexual, también se ha visto emision de este tipo de VUs,
asociandose a la frustracién por la imposibilidad de contactar con la hembra (Bialy et al., 2019).

Por otro lado, las VUs de 50 kHz o de alta frecuencia se ubican en un rango de 35-80
kHz, tienden a ser de corta duracién (10-150 ms) y aumentan ante la presencia de estimulos
apetitivos como la comida o interacciones sociales recompensantes tales como el juego o el
encuentro sexual, por lo que han sido asociadas con un estado emocional positivo

(Brudzynski., 2007; 2013). A su vez, manipulaciones farmacolégicas como la administracion de



drogas de abuso que poseen un alto poder reforzador tales como anfetamina o cocaina pueden
iniciar o modular la emisién de VUs de 50 kHz (Ahrens et al., 2009; Williams y Undieh., 2010).
Por otra parte, existen estudios que demuestran que la tasa de emisién de este tipo de
vocalizaciones disminuye frente a estimulos que generan ansiedad tales como la exposicién a
olor de gato, iluminacion brillante o luego de la administracién de drogas ansiogénicas como
PTZ (6,7,8,9-tetrahydro-5H-tetrazolo[1,5-alJazepine) o mCPP (m-chlorophenylpiperazine;
Panksepp y Burgdorf., 2010; Ishiyama y Brecht., 2016; Willadsen et al., 2018). A su vez, mas
recientemente, algunos estudios en modelos preclinicos de depresion han mostrado una
disminucion en la emisién de VUs de 50 kHz junto con una disminucion de la preferencia en el
consumo de sacarosa (repuesta de anhedonia) y un aumento de la inmovilidad en el test de
nado forzado (TNF; Burgdorf et al., 2017). En este mismo sentido se vio que la lesién bilateral
de la via nigroestriatal con 6-Hidroxidopamina (modelo de enfermedad de Parkinson
experimental) indujo una reduccion de la preferencia de sacarosa, efecto asociado a la
sintomatologia tipo-depresiva de la enfermedad y disminuyé a su vez el nimero de emisiones
de VUs de 50 kHz (Vecchia et al., 2018). Esto ha llevado a sugerir que una disminucion en la
emision de VUs positivas podria ser un indicador de un estado afectivo tipo-depresivo (Burgdorf
et al., 2017; Vecchia et al., 2018).

Las VUs de 50 kHz pueden a su vez, subdividirse en funcién de su estructura como Flat
o de frecuencia constante y de frecuencia modulada (FM, presentan variaciones sustanciales
de frecuencia en una misma vocalizacion) (Figura 1 B). Las Flat tienen una frecuencia que se
encuentra entre 35-50 kHz, mientras que las FM tienen una frecuencia de entre 40-80 kHz. A
su vez, las FM se han clasificado en varios subtipos en funcién del patrén de modulacién de su
frecuencia (Figura 1B; Simola y Brudzynski, 2018a) Se ha demostrado que las ratas pueden
emitir vocalizaciones Flat o FM ante distintas situaciones. Mientras que las primeras se emiten
principalmente en situaciones no recompensantes y se han asociado a sefales de contacto y
de coordinacion social, las FM se emiten en situaciones altamente reforzadoras y motivadoras
como el encuentro sexual y el juego, ya sea entre co-especificos o hetero-especifico (Burgdorf
et al.,, 2008; Wohr et al., 2008). Sin embargo, para el caso de los distintos subtipos de
emisiones FM hay aun pocos estudios que permitan identificar cual es el papel comunicativo
gue desempefia cada uno de ellos y en que circunstancia especifica es emitida, a excepciéon de
las “trill’ que se han visto con frecuencia asociadas a la administracién repetida de drogas
altamente reforzadoras tales como anfetamina o emitidas por un macho al explorar el sitio

donde se encontraba una hembra (Ahrens et al., 2009; Mulvihill y Brudzynski., 2018)



Teniendo en cuenta estas evidencias, la cantidad y tipo de VU emitida, la variacion
temporal de la llamada y modificaciones de los parametros acusticos que las describen (ancho
de banda, frecuencia promedio, intensidad, entre otros) proporciona informacién relevante
sobre la magnitud y valencia del estado afectivo/emocional del animal y la respuesta ante
variables del ambiente en el que se producen, o efectos farmacoldgicos (Simola y Brudzynski.,
2018Db).

Ademas de un marcado valor etolégico, el registro y andlisis de las VUs puede
combinarse con otros modelos comportamentales estandarizados para estudiar la
comunicacion, la recompensa y la motivacion, entre otros indicadores del estado afectivo del
animal sin la necesidad de un entrenamiento extenso y manipulaciones complejas (Simola y
Granon., 2018).

En este sentido la cuantificacién y caracterizacién de la emision de VUs se ha propuesto como
una poderosa herramienta en estudios preclinicos para el estudio de la neurobiologia de
des6rdenes emocionales en los cuales hay alteraciones en el estado afectivo tales como,
trastornos de ansiedad o depresion, asi como para evaluar potenciales estrategias terapéuticas

para estas patologias (Simola., 2015; Burgdorf et al., 2017; Shetty y Sadananda., 2017).

Caracterizacion del sistema de la Hormona concentradora de melanina (MCH) como un

nuevo actor en la neurobiologia de la depresidn

La hormona concentradora de melanina (MCH) es un neuropéptido que se expresa
principalmente en neuronas del hipotdlamo lateral y la zona incerta las cuales proyectan de
forma amplia en el sistema nervioso central (Bittencourt et al., 1992). Estructuras que forman
parte del circuito emocional tales como, la corteza prefrontal (CPF), nlcleo accumbens (Nacc),
amigdala (Am) y los nudcleos dorsal y medial del rafe (NDR y NMR), entre otros, reciben
aferencias MCHérgicas a la vez que expresan el receptor 1 para MCH (MCH-R1) Unico
receptor funcional e inhibitorio en roedores (Lembo et al., 1999; Gao y van den Pol., 2002;
Bittencourt., 2011). Esta caracteristica anatémica del sistema MCHérgico ha llevado a proponer
su participaciéon en la regulacion de estados emocionales. Apoyando esta idea, estudios
funcionales han evidenciado que antagonistas MCH-R1 presentan acciones ansioliticas y
antidepresivas en diferentes modelos conductuales (Borowsky et al., 2002; Georgescu et al.,
2005). Es asi, que el uso de antagonistas MCH-R1 ha sido postulado como una nueva

alternativa terapéutica para tratamiento de la depresion y trastornos de ansiedad (Chaki.,



2018). Sin embargo, los estudios sobre el papel de la MCH enddgena en la regulacion de
respuestas emocionales son limitados.

Nuestro grupo de investigacion esta interesado en el estudio de la neurobiologia de la
depresion. Particularmente hemos abordado el estudio de la interaccion anatémica y funcional
entre el sistema MCHérgico y los nucleos serotoninérgicos NDR y NMR, teniendo en cuenta
gue ambos se encuentran en la base neurobioldgica de esta patologia y estan involucrados en
el mecanismo de accion de los farmacos antidepresivos utilizados en la clinica (Lagos et al.,
2011; Lépez-Hill et al., 2013; Urbanavicius et al., 2014).

Mediante estudios de farmacologia comportamental evaluamos el efecto de MCH
administrada localmente en el NDR en el TNF y demostramos que MCH intra-NDR aumento el
tiempo de inmovilidad y disminuy6 el tiempo de escalamiento o climbing (Lagos et al., 2011;
Urbanavicius et al., 2014). Esta respuesta tipo-depresiva es contraria a la inducida por
farmacos antidepresivos utilizados en la clinica cuando son evaluados en este modelo (Cryan
et al., 2005). Por el contrario, el bloqueo de la accién de la MCH endégena en el NDR mediante
la estrategia de inmunoneutralizacién (administracion de un anticuerpo anti-MCH), indujo un
efecto antidepresivo en el TNF demostrando que la modulacién del sistema MCHérgico en el
NDR modula respuestas pro- o anti-depresivas (Lagos et al., 2011). A su vez, confirmamos que
la accién de MCH intra-NDR esta mediada por el MCH-R1 ya que la administracién previa del
antagonista MCH-R1, ATC-0175, bloqued el efecto inducido por MCH (Urbanavicius et al.,
2014).

Sumado a esto, demostramos la respuesta inducida por MCH fue sensible al pre-
tratamiento con los antidepresivos fluoxetina (inhibidor selectivo de la recaptacion de
serotonina, 5-HT) o nortriptilina (inhibidor de la recaptacion de noradrenalina, NA) ya que
ambos previnieron la respuesta inducida por MCH en el NDR (Lagos et al., 2011; Urbanavicius
et al., 2014). De igual forma, una respuesta tipo-depresiva se observé luego de la
administracion local de MCH en el NMR o el nlcleo noradrenérgico Locus Coeruleus (también
vinculado a la neurobiologia de la depresién y su terapéutica), llevando a proponer que el
sistema MCHérgico seria un actor en la neurobiologia de la depresién (Lagos et al., 2011;
Lopez-Hill et al.,, 2013; Urbanavicius et al., 2014; Torterolo et al.,, 2015; Urbanavicus et al.,
2018; 2019).

Interesados en el estudio de los mecanismos involucrados en las acciones conductuales
de MCH demostramos, mediante ensayos de microdialisis intracerebral que la perfusién local
de MCH en el NDR disminuye las concentraciones extracelulares de 5-HT en concordancia con

estudios electrofisiolégicos que demostraron que MCH inhibe la actividad de neuronas 5-



HTérgicas de NDR (Devera et al., 2015; Urbanavicius et al., 2016). Teniendo en cuenta que
disminuciones en la actividad de las neuronas 5-HTérgicas han sido asociadas con respuestas
pro-depresivas, es posible especular que una disminucion en las concentraciones
extracelulares de 5-HT estaria en la base de su accién pro-depresiva en el TNF (Temel et al.,
2007).

Sin embargo, extender el estudio de las respuestas conductuales tipo-depresivas
inducidas por MCH vy profundizar en los mecanismos subyacentes resulta de enorme
trascendencia. Si bien el TNF es un modelo ampliamente utilizado para identificar acciones
anti- o pro-depresivas, no refleja de manera directa el estado afectivo/emocional del animal. Un
indicador directo, seria el registro de la emisién de vocalizaciones ultrasénicas, constituyendo
una herramienta muy valiosa para complementar nuestros resultados y avanzar en la

caracterizacion de la respuesta afectiva inducida por MCH.
2. Hipotesis de trabajo
De acuerdo a nuestros antecedentes, postulamos que el efecto pro-depresivo inducido
por la modulacion del sistema MCHérgico en el NDR se acompafa de alteraciones en la
respuesta afectiva/emocional evidenciada mediante la disminucion de la emision de VUs de 50
kHz.
3. Objetivo general
Estudiar el efecto inducido por MCH en el NDR sobre la emisién de VUs de 50 kHz en ratas.
4. Objetivos especificos
4.1. Determinar el nimero de VUs de 50 kHz emitidas por la microinyeccion de MCH en el NDR
en ratas en las que posteriormente se confirmé el efecto pro-depresivo inducido por MCH en el

TNF.

4.2. Caracterizar las VUs de 50 kHz respecto a sus subtipos (Flat y FM) y sus caracteristicas

temporales de emision.



5. Materiales y métodos

5.1. Animales

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar (280-320g) provenientes del bioterio del
IIBCE. Los animales fueron alojados en cajas de 50 cm x 37.5 cm x 21 cm en grupos de 5y
mantenidos en condiciones controladas de temperatura (22 £ 2 °C), ciclo de luz-oscuridad (7:00
AM-7:00 PM), con disponibilidad de alimentacibn y agua ad libitum. Los protocolos
experimentales fueron aprobados por el CEUA-IIBCE de acuerdo a la Ley Nacional de
Experimentacion Animal N° 18.611.

5.2. Drogas

MCH fue obtenida en Phoenix Pharmaceuticals (CA, USA). Fue disuelta en solucién

salina, fraccionada y conservada a -20 °C hasta el momento de ser utilizada.
5.3. Cirugia estereotaxica

Los animales fueron anestesiados por via intraperitoneal con una mezcla de ketamina
(90 mg/kg) y xilasina (5 mg/kg) y fueron colocados en un aparato estereotaxico (David Kopf
Instruments, USA) para la implantacién de canulas guia (23 G; 20 mm) en el NDR. Se aplicé
lidocaina como anestésico local. Las coordenadas para la implantacion de las canulas guia
fueron: AP -7.6; L +3.6; DV -5.6 mm en angulo de 30°, a partir de Bregma segun el Atlas de
Paxinos y Watson (2005). Las canulas fueron aseguradas al craneo mediante el anclaje de tres
tornillos y fijadas con acrilico dental. Luego de la cirugia los animales fueron mantenidos en
cajas individuales hasta su recuperacion de la anestesia y posteriormente devueltos a sus cajas
en grupos de 3 y trasladados nuevamente al bioterio hasta la realizacién de los experimentos

conductuales (5- 6 dias).
5.4. Modelos Conductuales

Desde el dia posterior a la cirugia y hasta la realizaciébn de los experimentos
conductuales, los animales recibieron una manipulacion diaria o handling de forma individual, y
por el mismo experimentador, durante 5 minutos en el bioterio. El handling es una estrategia
utilizada para habituar a los animales a la manipulacion que se les efectuara durante el
experimento, evitando la respuesta de estrés a la novedad. Esta aclimataciéon previa puede

variar en los distintos protocolos, pero puede incluir acariciarlo, levantarlo, realizar mimicas de



juego o exponerlo a un simulacro del experimento que se realizar4. El handling mejora el
bienestar del animal y ha sido descrito ademas, que puede aumentar la emision basal de VUs
positivas, lo que permitiria, en este modelo detectar aumento o disminuciéon luego de la
manipulacién farmacolégica (Lafollette et al., 2017; Cloutier et al., 2018).

Todos los experimentos comportamentales fueron llevados a cabo en un cuarto de
comportamiento con condiciones ambientales de temperatura y ciclo luz-oscuridad controladas
y similares a las del bioterio. Los animales fueron trasladados al cuarto de comportamiento 24 h

antes de los test conductuales para una correcta habituacion al ambiente.
5.4.1 Test del Nado Forzado (TNF)

Consiste en la exposicion del animal a dos sesiones de nado inescapable. La primera
sesion denominada pre-test tiene una duracion de 15 minutos. Veinticuatro horas después se
lleva a cabo el test de 5 minutos de duracién. Ambas se realizan mediante el uso de un cilindro
de acrilico transparente con 34 cm de altura de agua a 23-24 °C. El dia del test se cuantifica la
duracion de los siguientes comportamientos: inmovilidad, nado y escalamiento o climbing. Se
considera que el animal se encuentra en inmovilidad cuando flota realizando los minimos
movimientos necesarios para mantener la cabeza por encima del agua sin luchar. El nado
consiste en el desplazamiento, generalmente horizontal, a lo largo del cilindro. El climbing
comprende el movimiento vertical vigoroso con las patas delanteras dirigidas hacia arriba
(Cryan et al., 2005). Se considera que un aumento en el comportamiento pasivo (inmovilidad)
refleja acciones pro-depresivas con la consecuente disminucion en los comportamientos
activos (nado y climbing). EI TNF siempre se asocia con un test de actividad motora, debido a
gue los cambios comportamentales observados en el TNF pueden reflejar cambios en la
locomocién de los animales dando falsos positivos 0 negativos. En este trabajo, se ensayd una

dosis de MCH que no induce cambios en la actividad motora (Urbanavicius et al., 2014).

5.4.2 Vocalizaciones Ultrasonicas (VUs)

Reqistro de las VUs

Las VUs son emitidas en un rango de frecuencia de sonido entre 18 a 100 kHz, fuera
del rango audible humano. De este modo, para registrar y oir las VUs es necesario un
equipamiento electrénico especifico. EI mismo consiste de un microfono ultrasénico, un
dispositivo de grabacion de ultrasonido (UltraSoundGate 116Hb, Avisoft Bioacoustics) y un

software Avisoft RECORDER. El micréfono, que detecta frecuencias en una banda amplia que
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va desde 0 a 100 kHz (CM16/CMPA; Avisoft Bioacoustics), se conecta al dispositivo de
grabacion de ultrasonido (UltraSoundGate 116Hb, Avisoft Bioacoustics) a través del cual se
graban las VUs con el programa Avisoft RECORDER.

Durante las grabaciones, la ganancia de intensidad se mantuvo al mismo nivel para
todas las ratas.

El animal se coloc6 en un cilindro de acrilico transparente (al cual fue habituado 24 h
antes durante 10 min) en cuya parte superior (aproximadamente a 30 cm del animal) se coloca
el micréfono ultrasonico.

La deteccion de la sefial comienza con el micréfono donde el sonido es convertido a una
onda de voltaje continua analdgica. Esta onda pasa a través de un preamplificador o filtro que
amplifica la sefial y minimiza el ruido. Luego mediante un transformador analogo-digital, el
voltaje analégico se convierte a nimeros binarios en intervalos de tiempo sucesivos discretos.
Luego llegan al procesador digital de sefial que realiza los calculos de algoritmos que procesa
la sefial medida en funcién del tiempo y la frecuencia. Una vez que la sefial sale del procesador
pasa por un preamplificador y finalmente se obtiene la grabacion. Esta se visualiza como una
onda de sonido en una grafica de amplitud en funcién del tiempo. A partir de esta grafica se
crea el espectrograma mediante Transformadas Rapidas de Fourier (FFT) que permite
visualizar de manera gréafica las vocalizaciones como la frecuencia en funcion del tiempo y la

amplitud se visualiza mediante una escala de color (MacDonald y Brudzynski., 2018).

Analisis de las VUs

El andlisis de las VUs se realizd mediante el software Avisoft SASLab Pro. Los
espectrogramas fueron analizados visualmente, aislando las VUs del ruido de fondo. El ruido
de fondo y las sefiales que podrian no ser univocamente clasificadas como VUs fueron
manualmente removidas del espectrograma (Simola et al., 2012).

Los espectrogramas fueron generados con una frecuencia de resolucion para un FFT de
512 puntos, el tipo de ventana es Hamming y la resolucién temporal configurada muestra un
75% de superposicion.

De acuerdo a Brudzynski., 2015, se consideraron VUs de 50 kHz aquellas sefales que
fueron detectadas por encima de 35 kHz y fueron clasificadas en Flat o FM de acuerdo a su
estructura (Brudzynski., 2015). Los parametros que se cuantificaron fueron los siguientes:
numero total de VUs de 50 kHz, nimero de VUs Flat y FM, latencia de aparicion de la primera

VU y patrén temporal de emisién.
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5.5. Administracion intracerebral

En el dia de los test comportamentales (dia 6), se administr6 MCH (50 ng) o vehiculo
(salino) de forma local en el NDR mediante una céanula de administracion (30 G; 21 mm)
conectada a una jeringa (Hamilton, 50 ul) y ésta a una bomba de microinyeccién (Harvard PHD
2000). Se administré un volumen final de inyeccion de 0,2 pl a un flujo de 0,2 pl/min. La
posicion final de la canula de administracion fue -6,6 mm en la coordenada dorso-ventral.

La dosis de MCH utilizada (50 ng) y el tiempo post-administracion para la evaluacion de
su efecto, fue determinada a partir de nuestros antecedentes (Lagos et al., 2011; Urbanavicius
et al., 2014).

5.6. Procedimiento experimental

Luego de 5 dias de recuperacién post-operatoria, los animales son llevados al cuarto de
comportamiento y son habituados al ambiente durante una hora. Luego se procede a efectuar
la rutina de handling durante 5 minutos e inmediatamente después ingresan al cilindro de
registro de VUs (sin microfono) durante 10 minutos para permitir su habituacién al mismo.
Luego que todos los animales fueron habituados al cilindro de registro comienza la sesion de
pre-test del TNF.

Al dia siguiente, los animales reciben MCH o vehiculo (salino), e ingresan al cilindro de
registro de VUs donde permanecen durante 30 minutos y se graban las VUs. Inmediatamente

después los animales son expuestos al test del TNF.

5.7. Localizacion de las canulas

Luego de finalizados los experimentos conductuales, los animales fueron sacrificados,
se disecaron los cerebros y se realizaron cortes coronales mediante criéstato a los efectos de

verificar la correcta localizacion de las canulas.

5.8. Andlisis estadistico

Los datos de TNF fueron analizados con el test estadistico t de Student y expresados
como la Media + Error Estandar de la Media (EEM). Los datos de VUs no se ajustan a una
distribuciéon normal, por lo cual fueron expresados como medianas (Rangos Intercuartiles,
RIQs) y analizados con el test de Mann Whitney. Para ello utilizamos el software GraphPad

Prism 5.01. La significacion estadistica fue establecida para p < 0.05.
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6. Resultados

6.1. Efecto de MCH sobre la emisiéon de vocalizaciones ultrasdénicas

La Figura 2 muestra el efecto de la administracién local de MCH en el NDR sobre la
emision de VUs de 50 kHz evaluadas inmediatamente luego de su administracién. En primer
lugar observamos que los animales del grupo control emitieron vocalizaciones de manera
espontanea, aunque con un alto grado de variabilidad. Por el contrario, la administracion de
MCH intra-NDR alteré la emision de VUs observandose una disminucion en el namero total de
VUs de 50 kHz, emitidas aunque esta disminucion no alcanzé la significancia estadistica (U7,1.=
20,50; p = 0,07). Este efecto ademas se acompafié de una menor variabilidad en la emision de
las VUs. En su conjunto, el perfil de la respuesta se representé por la emision de un 83 %
(10:12) de los animales del grupo control en relacién a un 57 % (4:7) de los animales tratados

con MCH.
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Figura 2: Efecto inducido por la microinyeccion intra-NDR de MCH (50 ng) o salino (vehiculo) sobre la emision de
VUs de 50 kHz evaluadas inmediatamente luego de su administracion. Medianas (RIQs) del numero total de VUs en

30 minutos de registro. Test de Mann Whitney. N=7-12.

En la Figura 3 se muestra el perfil temporal de emisién de VUs de 50 kHz en intervalos
de 5 minutos. Los animales del grupo control presentan una tendencia a emitir un mayor
namero de vocalizaciones durante los primeros 20 minutos de registro (0 a 20 min). Por otra
parte, se observa como la administracion de MCH en el NDR disminuye la emision de VUs de
manera homogénea durante todo el tiempo de registro aunque no se alcanza la significancia

estadistica en ninguno de los intervalos de tiempo.
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Figura 3: Efecto inducido por la microinyeccion intra-NDR de MCH (50 ng) sobre la emision promedio de VUs de 50
kHz en intervalos de tiempo de 5 min. Medianas (RIQs) del nimero de VUs en 30 minutos de registro. Test de Mann
Whitney. N=7-12.

La Figura 4 muestra el efecto del tratamiento sobre las VUs de 50 kHz de tipo Flat. La
administracion de MCH disminuyé el nimero de VUs Flat aunque esta disminucién no fue
significativa (U7,12= 25,50; p = 0,17). En el grupo control, el 87 % (10:12) de los animales emitid
al menos 1 vocalizacion de tipo Flat, mientras que en los animales tratados con MCH un 57 %

(4:7) emitio este tipo de vocalizaciones.

600- _
O Salino
550 o
@ MCH50ng
e 500+
T 40T
N )
= o
> 204 T
olo o
od 8855 e
Salino MCH

Figura 4: Efecto inducido por la microinyeccion intra-NDR de MCH (50 ng) o salino (vehiculo) sobre la emisiéon de
VUs del tipo Flat evaluadas inmediatamente luego de su administracion. Medianas (RIQs) del nimero total de VUs

Flat en 30 minutos de registro. Test de Mann Whitney. N=7-12.
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La Figura 5 muestra el efecto del tratamiento sobre las VUs de 50 kHz de tipo FM. La
administracion de MCH altera la emision de VUs de tipo FM tendiendo a su disminucion (Uz,10=
28,00; p = 0,21). En este grupo experimental, tan solo un 28 % (2:7) de animales emitié este
tipo de vocalizaciones mientras que en el grupo control se observo que el 58 % (7:12) de los

animales emitieron al menos 1 vocalizacion de este tipo.
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Figura 5: Efecto inducido por la microinyeccién intra-NDR de MCH (50 ng) o salino (vehiculo) sobre la emisién de
VUs del tipo FM evaluadas inmediatamente luego de su administracion. Medianas (RIQs) del nimero total de VUs
FM en 30 minutos de registro. Test de Mann Whitney. N=7-12.

La Figura 6 muestra la latencia de aparicion de la primera VUs de 50 kHz para aquellos
animales que vocalizaron. Observamos que el grupo tratado con MCH en el NDR mostré una
tendencia a aumentar la latencia (t13=2,081; p=0,057) aunque no alcanza la significancia

estadistica.
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Figura 6: Efecto inducido por la microinyeccion intra-NDR de MCH (50 ng) o salino (vehiculo) en la latencia de
aparicién de la primera VUs de 50 kHz. Media + EEM. Test t de Student. N=5-10.

6.2. Efecto de MCH en el TNF

La Figura 7 muestra el efecto de MCH en el TNF evaluado 30 minutos luego de su
administracién en el NDR. Los resultados muestran un aumento significativo del tiempo de
inmovilidad respecto de los animales administrados con salino (t17=2,081; p=0,021). En los

comportamientos activos nado y climbing, no se observaron diferencias significativas (nado:
ta7n=1,696; p=0,10; climbing: t17=1,145; p=0,26)
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Figura 7: Efecto comportamental inducido por la microinyeccion intra-NDR de MCH (50 ng) o salino (vehiculo)

evaluado en el TNF 30 minutos luego de su administracion. Media + EEM del tiempo de Inmovilidad, Nado y
Climbing. Test t de Student, *= vs salino; *= p < 0,05. N=7-12.
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6.3. Localizacién de la canula

La localizacién del sitio de inyeccion de las canulas mostré que de 26 animales implantados 19
tuvieron una correcta localizaciéon y 7 animales debieron ser excluidos del analisis por una
localizacion incorrecta.

La Figura 8 A muestra un esquema de un corte coronal de cerebro de rata tomado del atlas de
Paxinos y Watson (2005) donde se represento el recorrido de la canula con el sitio de inyeccion
en el NDR (Coordenada AP= -7,68 segun Bregma). En la Figura 8 B se observa una foto
representativa de un cerebro de rata cortado coronalmente en el criostato a la altura del NDR.

Las flechas sefialan el rastro de la canula hasta el NDR.

Figura 8: (A) Esquema representativo de la localizacion del NDR en un corte coronal de cerebro de rata (AP: -7.68 a
partir de Bregma) donde se representa el recorrido de la canula. Tomado y modificado del Atlas de Paxinos y
Watson (2005). (B) Fotografia de cerebro de rata en el criostato cortado coronalmente donde se observa el rastro de
la canula (flechas) hasta el NDR debajo del acueducto (Aq).
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7. Discusién

En este trabajo confirmamos la accion pro-depresiva de MCH, evidenciada en el TNF
por el aumento en el tiempo de inmovilidad (Lagos et al., 2011; Urbanavicius et al., 2014) y
evidenciamos ademas que esta respuesta parece ir acompafada de una disminucién de la
frecuencia de emisién de VUs de 50 kHz. A su vez, MCH disminuy6 el nimero de animales que
emiten vocalizaciones positivas y observamos un aumento de la latencia de aparicion de la
primera vocalizacién (Fabius y cols. 2019).

Observamos que los animales en el grupo control presentan una gran variabilidad en el
nivel de emisién de VUs, resultado que coincide con lo reportado por otros trabajos. En este
sentido, algunos autores postulan que existiria una predisposicion individual de los animales a
ser altos o bajos vocalizadores (Schwarting et al., 2007; Wohr et al., 2008). Por otro lado, se ha
reportado que factores como el handling o la presencia y tipo de bedding durante el registro
pueden aumentar la tasa de emisién (Schwarting et al., 2007; Natusch y Schwarting., 2010;
Cloutier et al.,, 2018; Silkstone y Brudzynski., 2019). Si bien, en nuestras condiciones
experimentales, los animales fueron expuestos a handling diario (como estrategia para
favorecer la emisién de VUs), no podemos descartar que, la implantacion de la canula de
administracion asi como la exposicion a la sesion de pre-test del TNF, son factores que podrian
contribuir a la variabilidad en el nivel de emision. En este sentido, la modificacion de variables
como el bedding durante el registro podria constituir una estrategia a considerar para mejorar el
nivel de emision del grupo control y poner en evidencia el efecto de MCH.

Nuestros resultados estan en concordancia con estudios recientes en los cuales una
disminucion en el numero de VUs de 50 kHz acompafia respuestas tipo-depresivas
evidenciadas como un aumento en la inmovilidad en el TNF o una disminucion de la
preferencia de sacarosa (Borges et al., 2013; Burgdorf et al., 2017; Vecchia et al., 2018). A su
vez, el aumento de la latencia de aparicién a la primera vocalizacién se ha reportado también
con la disminucién en el nimero de vocalizaciones (Vecchia et al., 2018). Sumado a esto, la
combinacion del registro de emision de VUs con el consumo de alimento dulce (estimulo
reforzador) mostré6 que a la vez que los animales optan por el alimento dulce aumenta la
emisién de VUs de 50 kHz. En este trabajo se demostr6 ademds, que el estrés crénico
impredecible reduce la preferencia por el alimento dulce de manera simultdnea con la
disminucion en la emision de VUs, sumado a un efecto tipo-depresivo en el TNF. Todos estos
resultados sugieren que esta medida puede representar un indice sensible y robusto de un
estado anhedo6nico. De manera interesante, se sabe que el tratamiento crénico con

antidepresivos revierte la disminucion en la emision de VUs de 50 kHz (Mateus-Pinheiro et al.,
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2014). Estos hallazgos refuerzan la idea de que una atenuacion de la emision de VUs de 50
kHz podria ser indicador de un estado afectivo negativo o de anhedonia.

Por otra parte, si bien el numero de VUs de 22 kHz ha sido utilizado como indicador de
estados afectivos de tipo negativos, estudios recientes concluyen que la emision de este tipo de
VUs representa respuestas de ansiedad y no de un estado tipo-depresivo (Brudzynski, 2019).
En nuestro estudio, tan s6lo cuatro animales (3 en el grupo control y uno en el grupo tratado
con MCH) emitieron VUs de 22 kHz, por lo cual en nuestras condiciones, no seria un parametro
representativo del estado afectivo de los animales (datos no mostrados). Asimismo,
antecedentes de nuestro grupo mostraron que la accion pro-depresiva de MCH en el NDR, no
se acompafd de alteraciones en la ansiedad experimental evaluada en el laberinto en cruz
elevado, confirmando la accion especifica de MCH sobre respuestas de tipo-depresivas
(Urbanavicius et al., 2014).

En relacién a los subtipos de VUs de 50 kHz Flat y FM, ambos se vieron afectados
luego de la administracion de MCH, tendiendo a disminuir, aunque el nivel de emisién VUs de
tipo Flat (2.5 vs 1; en medianas del grupo salino y MCH respectivamente) fue levemente mayor
respecto de las FM (1 vs 0; en medianas del grupo salino y MCH respectivamente). Como se
menciond anteriormente, existen diferencias en la significancia bioldégica de estos subtipos de
VUs, donde las FM son estimuladas frente a situaciones altamente reforzadoras (Burgdorf et
al.,, 2008; Wohr et al., 2008; Simola., 2015). En nuestras condiciones experimentales los
animales fueron previamente habituados al cuarto de experimentacién y al cilindro de registro,
por lo tanto, era de esperar una mayor proporcion de emisiones Flat ya que la respuesta
evaluada no se asocia con un efecto de novedad o con estimulos reforzadores.

El sistema mesolimbico, conformado por las neuronas dopaminérgicas del éarea
tegmental ventral (ATV) y sus proyecciones al Nacc, contribuyen directamente en la produccion
de vocalizaciones de 50 kHz y éstas se relacionan con el aumento de la liberacion de dopamina
(DA) en el Nacc (Hori et al., 2013; Willuhn et al., 2014). Estudios en ratas mostraron que la
emisién de VUs inducida por tickling (handling de tipo “cosquillas”) se acompafié de un
aumento en la liberacion de DA en el Nacc evidenciado mediante microdidlisis intracerebral
(Hori et al., 2013). A su vez, se evidencié mediante voltametria el aumento en la liberacién de
DA en el Nacc en animales expuestos a VUs de 50 kHz pre-grabadas (Willuhn et al., 2014).
Este concepto es apoyado por otros trabajos que reportaron que la administracién de
anfetamina en el Nacc o la estimulacién eléctrica del ATV aumenta la emision de VUs positivas

mientras que la lesion del ATV con 6-hidroxidopamina o la administracion del antagonista
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dopaminérgico D1/D2, Flupentixol, disminuye el numero de VUs de 50 kHz (Burgdorf et al.,
2001; 2007; Thompson et al., 2006).

Si bien aun resta por saber si MCH intra-NDR modifica la transmision DAérgica
explicando su efecto sobre las VUs, evidencias anatomicas demuestran que las neuronas 5-
HTergicas de NDR proyectan al ATV y Nacc (DiGiovani et al., 2008; Mengod et al., 2010), por
lo que la administracion local de MCH en el NDR podria modular distalmente la liberacion de
DA. Se ha visto que el sistema serotoninérgico modula la actividad de las neuronas DAérgicas
del ATV, aunque los efectos son contradictorios. Mientras que algunos autores reportan que el
sistema 5-HTérgico ejerce un control ténico inhibitorio moderado sobre las neuronas del ATV,
otros estudios muestran que una disminucion del input serotoninérgico, disminuye la frecuencia
de disparo de las neuronas DAérgicas (DiGiovani et al., 2008; Adell et al., 2010). En este
contexto, la inhibicién de las neuronas 5-HTérgicas del rafe inducida por la administracién local
de MCH (Devera et al., 2015; Urbanavicius et al., 2016) podria inducir como consecuencia una
disminucion de los niveles de DA en el Nacc. No se puede descartar la modulacion de las VUs
de 50 kHz inducida por cambios en el sistema 5-HTérgico, independientes del sistema
dopaminérgico, asi como por la participacion de otros sistemas de neurotransmision tales como
el noradrenérgico u opioide (Wright et al., 2012; Sadananda et al., 2012; Hamed et al., 2015;
Grant et al.,, 2018). En este sentido, hemos demostrado previamente que ademas de la
modulacion de la neurotransmisiéon 5-HTérgica MCH provoca cambios en la transmision
noradrenérgica (Urbanavicius et al., 2014; 2019) que podrian también influir en la disminucion
de la VUs. De este modo la profundizacién en el estudio de los mecanismos subyacentes a la

alteracion en la emisién de VUs de 50 kHz resulta de gran relevancia.

8. Conclusiones

Los resultados de este trabajo muestran que el efecto pro-depresivo de MCH
identificado en el TNF se acompafia de una disminucion en la frecuencia de emision de VUs de
50 kHz y un aumento en la latencia de aparicion de la primera vocalizacién. Esta respuesta
comportamental es opuesta a la que se esperaria para un estimulo motivacional o apetitivo. Por
lo tanto, la disminucién en la emision de VUs positivas podria reflejar un efecto anhedoénico, el

cual es caracteristico de un perfil comportamental de tipo depresivo.
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9. Perspectivas

Este trabajo de pasantia permitid la puesta a punto y el adiestramiento a un modelo
conductual complementario a los ya existentes en nuestro laboratorio. Sin embargo, es
necesario profundizar en las condiciones o variables que permitan una mayor emisién de
vocalizaciones, asi como la disminucién de la variabilidad en la respuesta. Por lo tanto, una
primera perspectiva de este trabajo se basa en modificar las condiciones experimentales para
aumentar el numero basal de emisiones y la variabilidad en los animales controles. Se ha
reportado que colocar viruta de su propia caja en el cilindro donde se graban las VUs podria ser
una estrategia para mejorar estos parametros.

En segundo lugar, el conocimiento de los mecanismos que expliquen el perfil tipo-
anhedédnico inducido por MCH permitira avanzar en el papel de éste neuropéptido en la
neurobiologia de la depresion. Por lo tanto, determinar los niveles extracelulares de dopamina
en el NAcc luego de la administracion de MCH en el NDR mediante la técnica de microdialisis
intracerebral, seria uno de los experimentos planificados. De este modo, esperariamos que la
administraciéon de MCH en el NDR provocara una disminucion de los niveles de dopamina.
Alternativamente, se podria administrar MCH directamente en el Nacc y evaluar si ésta provoca
una disminucioén en la emision de las VUs de 50 kHz.

En tercer lugar, una manera de confirmar el efecto de MCH sobre la emision de las VUs
seria a través de la determinacion de la respuesta en presencia de un antagonista MCH-R1
(ATCO0175).

Por ultimo, una estrategia que permitiria evidenciar el efecto pro-depresivo de MCH podria
ser estimulando la emisién de VUs mediante tickling (cosquillas) y evaluar el efecto de la
administracion de MCH intra-NDR.
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