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ABREVIACIONES

NAc: Nucleo accumbens

LFP: Potencial de campo local

EEG: Electroencefalograma

CSDS: Estrés crénico por derrota social

MSN: Neuronas espinosas medianas

FSI: Interneuronas de disparo rapido

RDoC: Research Domain Criteria

s: segundos

m: metros

cm: centimetros

dB: decibels
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RESUMEN

El nGcleo accumbens es parte del sistema de recompensa cerebral y modula el comportamiento social. Un
déficit en este dominio es comun en varios trastornos neuropsiquiatricos relacionados con el estrés. Ha
surgido la especulacidn sobre el posible papel de las oscilaciones neuronales en la vulnerabilidad al estres.
La hipotesis de este estudio es que las oscilaciones del potencial de campo local en el nicleo accumbens
estan implicadas en la susceptibilidad y la resiliencia al estrés por derrota social. Ratas macho Sprague-
Dawley fueron sometidas a un paradigma de estrés por derrota social crénica y luego se clasificaron en
susceptibles o resilientes segln su tiempo de interaccion social en una prueba clasicamente utilizada para
este fin. Posteriormente, se implantd un arreglo de microelectrodos en el nicleo accumbens de todos los
animales. La actividad del potencial de campo local se adquirié utilizando un sistema de registro
inalambrico en dos condiciones; no-social (prueba de campo abierto) y social, donde las ratas implantadas
interactuaron libre y continuamente con una rata desconocida del mismo sexo. Se observo que el poder de
la banda gamma-alta (61-90 Hz) en el nlcleo accumbens fue mayor en las ratas resilientes al estrés durante
la interaccién social en comparacién con la condicion no social. Por el contrario, las oscilaciones gamma
en aquellas ratas que fueron susceptibles al estrés no variaron entre la condicion social y no-social. Estos
hallazgos sugieren que las oscilaciones gamma en el nicleo accumbens pueden jugar un papel clave en la

susceptibilidad al estrés por derrota social.



INTRODUCCION

Los humanos, asi como también muchas otras especies de mamiferos, exhiben conductas sociales que
implican distintas ventajas evolutivas (1). Junto a esto, la recompensa social es crucial para el bienestar
emocional y el deterioro en este dominio es un sintoma clave en los trastornos del &nimo (2). Una de estas
condiciones es la depresion, desorden que se caracteriza por la ‘anhedonia’ - la disminuida reactividad a
los estimulos placenteros - asi como por como por un déficit en el procesamiento de la recompensa (3).
Se ha demostrado que el nicleo accumbens (NAc) esta involucrado en la motivacion de llevar a cabo
conductas sociales (4-6) y que el condicionamiento de la recompensa para ambos, drogas e interaccion
social lleva a un incremento en la actividad eléctrica en el NAc (7). Similarmente, estudios clinicos sugieren
que la responsividad del NAc esté alterada en pacientes depresivos (8,9) y que la estimulacién cerebral
profunda dirigida al NAc, tiene efectos antidepresivos en individuos con depresion resistente al tratamiento
(10,11).

Las oscilaciones cerebrales en el electroencefalograma (EEG) o a nivel de potencial de campo local (LFP),
han sido relacionados con la actividad de distintas funciones cognitivas en estructuras corticales y
subcorticales (12) y también con la sintomatologia de los trastornos neuropsiquiatricos (13,14). Estudios en
humanos muestran que las alteraciones en las oscilaciones gamma (30-90 Hz) en el EEG de humanos se
asocian a depresion mayor (13,14). En linea con esto, las oscilaciones gamma en el NAc de humanos
(15,16) y ratas (17,18) son evocadas durante el procesamiento de la recompensa. Sin embargo, el rol de las
oscilaciones gamma en el NAc durante la interaccion social en sujetos depresivos y sanos, se desconoce.
Se ha observado que las oscilaciones gamma adquiridas en el NAc se separan en dos bandas de frecuencia,
una centrada cerca entre los 30-60 Hz (gamma-baja) y otra banda més amplia entre cerca de los 60-90 Hz
(gamma-alta), cada una con distintos correlatos conductuales (19). Por ejemplo, las oscilaciones gamma-
alta aumentan transitoriamente en el momento de la obtencidn de una recompensa, mientras que gamma-

baja se suprime (17,18). Las oscilaciones gamma en ambas bandas ocurren en ‘bursts’ de~150-250 ms y



tienden a alternar espontaneamente en lugar de co-ocurrir, sugiriendo un grado de coordinacién
mutuamente excluyente entre ambas (19).

Por otro lado, el estrés crénico es un factor de riesgo ambiental clave para los trastornos del &nimo como la
depresion mayor (20,21). El estrés puede precipitar sintomas en individuos sanos (22,23), asi como déficits
en el funcionamiento del sistema de recompensa cerebral en animales de laboratorio (24,25). El estrés ha
mostrado también alterar el aprendizaje de la recompensa en humanos (26-29) y ratas (30). En linea con
esto, el estrés cronico social (CSDS) es un modelo animal comlnmente usado para estudiar la
susceptibilidad y resiliencia a conductas similares a depresion en roedores (31). EI CSDS disminuye de
manera importante la actividad del sistema de recompensa, resultando en una respuesta anhedénica de largo
plazo en ratas (24), una caracteristica que solo puede ser revertida con tratamiento antidepresivo (32-34).
Por otra parte, mientras los eventos estresantes son una importante causa de psicopatologia, un gran nimero
de individuos expuestos a dichos eventos mantienen un funcionamiento psicoldgico normal (23,35). Estos
individuos, ya sea humanos o animales, son llamados ‘resilientes’, entendiendo la resiliencia como ‘el
proceso de adaptarse bien frente a la adversidad’ (23), es por eso que estos sujetos no desarrollan los
sintomas caracteristicos de los trastornos relacionados con el estrés.

Diversas alteraciones funcionales en el NAc son inducidas por el CSDS en roedores, no solo a nivel
molecular, sino también en la morfologia neuronal y plasticidad sinaptica en roedores (36). La mayoria de
estas alteraciones ha sido encontradas en experimentos ex vivo (36,37), mientras que los estudios in vivo
son escasos. En ratones despiertos, se han encontrado alteraciones en el perfil metabdlico y la actividad de
las neuronas espinosas medianas (MSN) (38-40). También se ha observado que el estrés crénico generaria
una disminucion en los niveles de dopamina liberada en en NAc (41).

Estas evidencias hacen surgir la pregunta sobre cuéles son los efectos del CSDS en las oscilaciones
neurales en el NAc cuando los animales interactlan socialmente y de manera espontanea con un
conspecifico. En linea con esto, la hipdtesis de esta tesis es que el CSDS altera las oscilaciones gamma

en el NAc durante la interaccion social. Con el fin de probar esta hip6tesis se llevo a cabo el registro



electrofisioldgico in vivo de las ratas que eran susceptible y resilientes al estrés por derrota social, en el
momento en que desarrollaban interaccion social con un conspecifico.

Por altimo, entre los factores que dan cuenta de la relevancia de la presente investigacion, cabe destacar
que el estudio de los fenébmenos de susceptibilidad y resiliencia al desarrollo de la depresion, permite
incorporar la variabilidad intersujeto que existe frente a una misma patologia. La importancia de investigar
dicha variabilidad en los trastornos del &nimo, ha sido iniciada por el proyecto Research Domain Criteria
(RDoC) del National Institute of Mental Health (NIMH) (42). RDoC sugiere una aproximacion
dimensional, que examina el completo rango de variacion desde normalidad hasta anormalidad entre
componentes funcionales fundamentales (42). Es por eso que los estudios actuales en modelos preclinicos
de depresién deberian ir mas alla de una simple clasificacion categorial de este trastorno y considerar los
fenotipos susceptibles y resilientes a desarrollar conductas similares a la depresion en modelos animales.
Esto nos da la posibilidad de encontrar nuevas dianas terapéuticas ajustadas a la amplia variabilidad que

existe entre los sujetos frente a una misma categoria diagndstica.

Por otro lado, los registros electrofisiol6gicos permiten la observacion directa de la actividad neural
sincronizada con alta resolucion temporal y se argumenta que tienen una mayor validez para la comparacién
entre especies de los efectos de los farmacos y el comportamiento en comparacion con las medidas celulares
o moleculares (43). Ademaés, la iniciativa RDoC, ha enfatizado el desarrollo de medidas funcionales y
traslacionales del compromiso objetivo que son similares en todas las especies, alentando también el estudio
de comportamientos complejos como la interaccion social y su relacion con los trastornos psiquiatricos

(44).



OBJETIVOS DE INVESTIGACION

Para responder a la pregunta investigacion y verificar la hip6tesis, se plantearon los siguientes objetivos de

investigacion:

OBJETIVO GENERAL.:

Determinar el efecto del estrés por derrota social sobre la actividad oscilatoria gamma en el nucleo

accumbens (NAc) de ratas susceptibles y resilientes, durante la interaccion social espontanea.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Determinar la dindmica de las oscilaciones gamma en el NAc de ratas durante la ejecucion de

conductas sociales y no sociales.

2. ldentificar el efecto de la novedad y de la actividad locomotora como variables intervinientes que

podrian afectar la actividad oscilatoria gamma durante la interaccion social de ratas.

3. Determinar las diferencias en la actividad oscilatoria gamma en el NAc de ratas susceptibles y

resilientes al estrés por derrota social, durante la interaccion social.



MATERIALES Y METODOS

Animales

Se utilizaron ratas Sprague Dawley macho (Charles River Laboratories, Wilmington, EE. UU.) pesando
380-420 g (80-85 dias) al comienzo del experimento, para los experimentos electrofisioldgicos y ratas
adultas Long Evans macho (700- 850 g) (Charles River Laboratories, Senneville, QC, Canadd) se utilizaron
como agresores en el paradigma del estrés por derrota social. Todas las ratas se mantuvieron en un ciclo de
luz / oscuridad de 12 horas (luces encendidas a las 8:00 am) y se les proporcioné alimento (Prolab RMH
3000, LabDiet®, MO, EE. UU.) y agua ad libitum. Los experimentos se realizaron durante la fase de luz.
Los animales se mantuvieron en una habitacion con temperatura y humedad controladas (21 £ 1 ° C, 55%)
y se alojaron en grupos de 2 a 3 antes de la implantacion de los electrodos. Después de la cirugia y para el
resto de los experimentos, se alojaron individualmente. Los animales bajo el protocolo de estrés se
separaron de los controles y se mantuvieron en una habitacién diferente especialmente disefiada para ellos.
Los pesos corporales fueron monitoreados tres veces por semana. Todos los procedimientos de
experimentacion y mantenimiento de animales fueron aprobados por el Comité Institucional de Etica
Animal de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Valparaiso (Chile) y se ajustaron estrictamente a
los estandares de cuidado animal descritos en las pautas del National Institutes of Health (E.E.U.U.). Se

hicieron esfuerzos para minimizar la cantidad de animales utilizados y su sufrimiento.

Protocolo de estrés crénico por derrota social

El protocolo de CSDS utilizado en este estudio se modificé del modelo de intruso residente (45). Los
animales del grupo de estrés se sometieron a CSDS durante 7 dias consecutivos. Durante cada episodio de
estrés social, una rata Sprague Dawley (intrusa) se colocé en la jaula de una rata macho Long-Evans
desconocida (residente) previamente examinada para detectar alta agresion. Un encuentro agonistico tipico
resulta en la subordinacion o ‘derrota’ del intruso, sefialada cuando el intruso asume una posicidn supina
durante aproximadamente 3 segundos. Después de la derrota, se colocd una separacién de acrilico

9



transparente con agujeros en la jaula para evitar el contacto fisico entre el residente y el intruso, pero
permitiendo el contacto visual, auditivo y olfativo durante el resto de la sesién de derrota de 30 minutos. Si
un intruso resistia la derrota durante 15 minutos, las ratas se separaban con la particion de acrilico durante

el resto de la sesion. Las ratas fueron devueltas a su jaula después de cada sesion.

Clasificacion del grupo de estrés.

Se us6 una prueba de interaccién social (36) para clasificar a los animales estresados como "susceptibles"
0 "resilientes” previo a la cirugia de implante de electrodos (Fig. 1). Primero, los animales se colocaron en
un campo abierto con una caja perforada ubicada en una zona de interaccion designada durante 5 minutos
para permitir la habituacion al ambiente y la exploracién de objeto nuevo. Posteriormente, se colocd una
rata Sprague-Dawley macho, previamente evaluada como no-agresiva, durante 15 minutos en la caja
perforada y se evalu6 el tiempo que la rata experimental dedicaba a interactuar con este nuevo estimulo
social en la zona de interaccion, utilizando el software EthoVision® XT ( Noldus, Wageningen, Paises
Bajos). Para cada experimento, los animales se consideraron susceptibles si el tiempo de interaccion era al
menos dos desviaciones estandar por debajo de la media de los animales controles naive o resilientes si no
caian en esta categoria (36). Después de esta clasificacion, los animales del grupo de estrés se sometieron

a cirugia para el implante de electrodos.
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Figura 1. Esquema de la prueba de interaccion social utilizada para clasificar a los animales en susceptibles y
resilientes.
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Evaluacion de la actividad locomotora

Para medir la actividad locomotora y conductas similares a ansiedad en los animales, se utiliz6 el Test de
Campo Abierto. Cada rata se colocd en el centro de una jaula de plexigléas negro (70 x 70 x 40 cm) durante
5 min. El ruido en el campo abierto fue de 40 dB (Medidor de nivel de sonido de precision, Modelo # 1100,
Quest Technologies, Oconomowoc, WI) y la arena se iluminé a 300 £ 20 lux (medido por medidor de lux
digital, Modelo # LX-1010B, Weafo Instrument Co., Shanghai, China). EIl tiempo transcurrido en la zona
central y periférica de la arena, la distancia total recorrida y la velocidad méaxima se analizaron a partir de
grabaciones en video. Y fueron analizados de forma automética con el software EthoVision® XT ( Noldus,

Wageningen, Paises Bajos).

Evaluacion de anhedonia

Como medida control de la eficacia del protocolo de estrés por derrota social, se evalud la anhedonia de los
animales. Para ello, se utilizo la Prueba de Preferencia de Sacarosa, en la cual primero se entrené durante 3
dias a los animales a consumir liquido dulce (sacarosa al 5%) para luego ser evaluados. La noche previa al
test los animales fueron privados de agua por 12 horas y se les evalu6 en la mafiana siguiente,
permitiéndoles escoger entre dos botellas, una conteniendo solo agua y la otra conteniendo la solucion de
sacarosa al 5%. Se midi6 la cantidad de liquido consumido por las ratas y se obtuvo el porcentaje de

preferencia de liquido dulce respecto al liquido neutro.

Cirugia

El protocolo preoperatorio consistié en 10 mg/kg de doxiciclina aplicada por via oral un dia antes de la
cirugia, asi como acepromazina 2,5 mg/kg y atropina 0,1 ml (ambos intramusculares) 30 minutos antes de
la cirugia. Durante la cirugia, se administraron 5 mg/kg de ketoprofeno subcutaneo, 10 mg / kg de
doxiciclina subcutanea y 10 mg/kg de tramadol intraperitoneal. Para el periodo postoperatorio, se aplicaron

oralmente 2,5 mg / kg de ketoprofeno y 10 mg / kg de doxiciclina oral durante 3 dias.
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Las ratas se anestesiaron con isoflurano (induccidn 3%, mantenimiento 2%) en O2. La temperatura corporal
se mantuvo a 37°C con un sistema controlador de temperatura (RWD, Cat. No. 69001, Shenzhen, P.R.
China). Las ratas se aseguraron en un marco estereotaxico y se implantaron unilateralmente en el NAc
izquierda con un arreglo de microelectrodos dirigido a las siguientes coordenadas: 1,8 mm anterior al
bregma, 1,0 mm lateral a la linea media y 7,5 ventral desde el craneo (46). Todos los implantes fueron
asegurados utilizando acrilico dental. Las ratas se implantaron cronicamente con un arreglo de
microelectrodos (Microprobes for Life Sciences, Gaithersburg, MD, EE. UU.) que constaba de 4 alambres
de platino/iridio aislados individualmente (75 um de diametro, 3 MQ, 250 um de separacion entre
electrodos y filas) y unidos a una conector omnético (Omnetics Connector Corp., Minneapolis, MN, EE.
UU.). Se us6 una referencia local del mismo metal pero menor impedancia (10 KQ) que los electrodos de
registro. La tierra consistia en un cable de acero inoxidable conectado al craneo a través de un tornillo
ubicado en el area del cerebelo.

Después de la cirugia, se permitio que las ratas se recuperaran durante 7 dias y se habituaron diariamente a
la manipulacion, con el especial énfasis en la cabeza, para evitar cualquier posible estrés que pudiera generar

la conexidn del headstage durante los registros electrofisiol6gicos.

Electrofisiologia In vivo

Los datos se adquirieron con un sistema inalambrico (W2100, Multichannel Systems MCS GmbH, Harvard
Bioscience, Inc., Reutlingen, Alemania) utilizando un headstage de 16 canales con un amplificador con
ancho de banda de 1 Hz a 5 kHz y una tasa de muestreo de 25 kHz (ganancia de 101, impedancia de entrada
a1l GQ, resolucion de 16 bits, rango de voltaje de entrada de + 12.4 mV, ruido de entrada de <1.9 pfWRMS
y la distancia para el enlace inaldmbrico de 5 metros). El software de adquisicion usado fue el Multichannel
Suite (Multi Channel Systems MCS GmbH, Harvard Bioscience, Inc., Reutlingen, Alemania).

Las sefales fueron resampleadas offline a 1 kHz y el paso de banda se filtr6 entre 1 y 100 Hz. También se
aplico un filtro notch para la linea de 50 Hz utilizando EEGLab (47). Utilizando EEGLab, dos
investigadores rechazaron visualmente los electrodos con baja calidad de sefial y artefactos de movimiento,
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basandose en las caracteristicas espectrales y en el dominio del tiempo, y se confirmaron mediante el
analisis automatizado del movimiento de los videos registrados.

El anélisis espectral se realizé con el método multitaper utilizando toolbox Chronux (48). Se extrajeron 150
segundos de sefial en cada condicion y se ajustaron los parametros del multitaper utilizando longitudes de
ventana de T = 2 s con 1.9 s de solapamiento; producto tiempo-ancho de banda TW = 2, y nUmero de tapers
K=3.

El poder promedio en el rango de frecuencia de 30-90 Hz se calcul6 para cada condicion, y la escala lineal
se cambi6 a dB para el trazado del espectro y el anélisis estadistico. Para comparar el cambio en el poder
inducido por la interaccion social entre los grupos de ratas, se promediaron los poderes espectrales de cada
animal, en cada grupo, para las bandas de frecuencia gamma-baja (30-60 Hz) y gamma-alta (61-90 Hz),
entre una condicion y otra, para luego obtener los porcentajes de cambio en el poder de la condicion de

interaccién social espontanea respecto de la condicion basal (condicion no-social).

Tamaro muestral

Para calcular el tamafio de la muestra, ya que no habia informacién suficiente para determinar a priori el
efecto sobre la variable respuesta, se utiliz6 la Regla de Detencion Secuencial (49,50). Para ello, se usaron
valores P de 0.05 y 0.36 para los criterios inferior y superior (50). Ademas, se descartaron tres ratas de los
experimentos, porque una rata no se sometid al procedimiento de registro debido a un desprendimiento
prematuro del implante (grupo control) y dos ratas se descartaron debido a un fallo del microelectrodo
(grupo estrés, susceptible). En resumen, se comenz6 con 16 ratas en total (10 ratas del grupo estrés y 6
controles), pero se perdieron 3 ratas durante el experimento, por lo que el nimero total de sujetos se
establecio en n = 13 (n = 5 controles y n = 8 ratas estresadas).

Las ratas se asignaron al azar al grupo de control o estrés de derrota social, utilizando el método de digitos
aleatorios. Las ratas del grupo de estrés por derrota social se clasificaron en susceptibles y resistentes de
acuerdo con sus tiempos de interaccion en la prueba de interaccion social, como ya se describi6 previamente
(n = 4 cada grupo).
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Pruebas de comportamiento

Antes de las pruebas de comportamiento, las ratas se habituaron a la sala de pruebas durante 30 minutos, 3
dias consecutivos. Las ratas control y estresadas se sometieron a una prueba que consistia en tres fases: en
la primera, se introdujeron durante 5 minutos en un campo abierto que consistia en una jaula cuadrada de
plexiglas (70 x 70 x 40 cm), en la que los animales pueden explorar libremente (condicion no social). Luego,
se introdujo en la caja un objeto nuevo que consiste en un pequefio cubo de acrilico transparente, lo que les
permitié explorarlo libremente durante 5 minutos y luego se elimind el objeto nuevo (objeto nuevo).
Finalmente, otra rata Sprague Dawley del mismo sexo, con un peso similar y previamente evaluada como
"no agresiva" se introdujo en el campo abierto, lo que permitié a los animales interactuar libremente de
manera ecoldgica (condicion social) durante 5 minutos. Para el anlisis posterior de los comportamientos,
todas las pruebas se registraron con un sistema de video integrado y sincronizado con el registro
electrofisiolégico (W2100-Video-System, Multichannel Systems MCS GmbH, Harvard Bioscience, Inc.,
Reutlingen, Alemania). Ademas, para medir la velocidad y las coordenadas espaciales de los animales

cuando realizaban las tareas, se uso el EthoVision® XT (Noldus, Wageningen, Paises Bajos)

Histologia

Una vez que se completd la recoleccion de datos, se paso una corriente de 25 pA a través de los electrodos
durante 20 s cada uno, para obtener una marca electrolitica y verificar post-mortem el posicionamiento de
los electrodos. Tres dias después de la gliosis, las ratas se anestesiaron con isoflurano y se perfundieron
intracardialmente con paraformaldehido al 4% en PBS. Los cerebros se extrajeron y se almacenaron en
paraformaldehido al 4% con 30% de sacarosa antes de cortarlos en secciones de 50 um usando un criostato
(Kedee KD-2950, Zhejiang Jinhua Kedi Instrumental Equipment Co. Ltd, Zhejiang, China). Las secciones
se montaron en portaobjetos recubiertos de gelatina y se tifieron con el método de Nissl. Solo se analizaron

los datos de los electrodos con posicionamiento confirmado en la NAc (Fig. 1A'y 3C).
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Analisis estadistico

Los datos se analizaron utilizando Prism 7 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, EE. UU.) o MATLAB
(MathWorks, Natick, MA, EE. UU.). Primero se aplicd el test Shapiro-Wilk para probar la normalidad de
la distribucion de las variables y se determind que todas las variables cumplieron con la distribucién normal
y homogeneidad de varianza evaluada con la prueba de Levene, por lo que se procedi6 a utilizar la prueba
T para muestras pareadas de dos colas, con el fin de comparar las diferencias en el poder de gamma-alta y
baja entre las condiciones conductuales. También se aplic6 ANOVA de una via para comparar los
porcentajes de cambio en el poder de gamma-alta y baja entre los grupos. Las prueba post hoc de Holm-

Sidak's se utiliz6 para comparaciones multiples después de un ANOVA significativo.

Un nivel de probabilidad de 0.05 o menos fue aceptado como significativo. Los resultados en las figuras de

poder espectral, se expresaron como la mediana y el intervalo de confianza del 95%.

Estrés por Clasificacion y
derrota social de las ratas Recuperacion
l{ Y l Y l ) Histologia
7 dias 2 dias 7 dias
1 | L >
T 1 1 1 1
Pruebasde  Cirugia Electrofisiologia
conducta In vivo

Figura 2. Linea de tiempo del disefio experimental. Las ratas Sprague-Dawley fueron sometidas a estrés por derrota
social durante 7 dias seguidos y luego se evaluaron conductualmente en el Test de Campo Abierto, la Prueba de
Preferencia de Sacarosa y la prueba de Interaccion Social para clasificarlas en resilientes y susceptibles segun su
tiempo de interaccion social. Posteriormente, las ratas de implantaron con un arreglo de microelectrodos en el NAc y
se les dio un tiempo de recuperacion de 7 dias, para posteriormente evaluarlas conductualmente durante el registro de
LFP y finalizar los experimentos con histologia Nissl para verificacion de posicionamiento de electrodos.
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RESULTADOS

El estrés cronico por derrota social alterd la ganancia de peso y generd conductas tipo depresivas en

las ratas

Con el fin de evaluar la eficacia del protocolo de estrés por derrota social implementado, se midio la
ganancia de peso de los animales durante los 7 dias que durd el protocolo. EI ANOVA arrojo diferencias
significativas en la ganancia de peso entre los grupos (F(2, 10) = 6.384; P = 0.0163). En las comparaciones
multiples, se observé que los animales sometidos a estrés por derrota social, tanto susceptibles como
resilientes, mostraron una similar disminucién en la ganancia de peso al comparar ambos grupos (P =
0.8227), en cambio el grupo control gand evidentemente mas peso que las susceptibles (P = 0.0306) y
resilientes (P = 0.0309) (Fig.3). Junto con esto, se evalué la actividad locomotora y conductas similares a
ansiedad de los animales en el Test de Campo Abierto (Fig.4 a-d). La distancia recorrida y velocidad media
de los animales en el campo abierto fue similar en todos los grupos (t=1.483 df=11; P = 0.1662 y t=1.824
df=11; P = 0.0954, respectivamente). En cuanto a las conductas similares a ansiedad, no se observaron
diferencias significativas en el tiempo que los animales pasaban en el centro (t=0.8508 df=11; P = 0.4130)

ni en la periferia (t=0.8508 df=11; P = 0.4130) del campo abierto.

También se evaluaron las conductas similares a depresion en los animales, a partir del test de preferencia
de sacarosa (Fig. 4 e), el cual permite obtener un indicador de conducta similar a anhedonia en las ratas. En
este test, el ANOVA arroj6 diferencias entre los grupos (F (2, 10) = 20; P<.001) y las comparaciones
multiples mostraron que los animales susceptibles presentaron la menor preferencia de sacarosa (Control
vs. Susceptible P <.001 y Resiliente vs. Susceptible P = 0.005). Por altimo, en la prueba clasica de
interaccion social con la cual los animales fueron clasificados dentro del grupo resiliente y susceptible (Fig.
4 1-g), las diferencias arrojadas por el ANOVA fueron altamente significativas (F (2, 10) = 69.77; P<0.0001)
con una media para el grupo control de 391.8 + 19.67 s en la zona de interaccion, para el grupo resiliente

de 334.9+£16.91sy 76.2 £ 22.49 s para el grupo susceptible.

16



50 7
B
e
2 401
°
»
© I
. =
©
o
©
S 20 ]
c
©
< . -
ER .
o

0 T T T

Control R esiliente Susceptible

Figura 3. El estrés por derrota social disminuy6 la ganancia de peso de las ratas independiente de su fenotipo
conductual. Los animales sometidos a estrés por derrota social, tanto susceptibles como resilientes, mostraron una
disminucion en la ganancia de peso en comparacion a los animales del grupo control. El grafico muestra la masa
ganada por animales luego de 7 dias de estrés. Los valores se presentan como la media + SEM. * p < 0.05
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Figura 4. Actividad locomotora y conductas similares a ansiedad y depresion post-estrés por derrota social: a-
b) Actividad locomotora en el campo abierto. La distancia recorrida y velocidad media de los animales en el campo
abierto fue similar en todos los grupos. c-d) Evaluacion de conductas similares a ansiedad en el Test de Campo
Abierto. ¢) Tiempo en la periferiay d) tiempo en el centro. No se observaron diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos en ninguno de los pardmetros estudiados. d-e) Evaluacion de conductas similares a depresién en la
prueba de preferencia de sacarosa. Solo los animales del grupo susceptible mostraron una disminucion significativa
de la preferencia de sacarosa en comparacion a controles y resilientes. f) Resultados en la prueba de interaccién social
usada para la clasificacion de las ratas. Los animales clasificados como susceptibles mostraron un tiempo en la zona
de interaccion significativamente mas bajo que las resilientes y las controles. g) Mapa de calor representativo del
tiempo que los animales de cada grupo permanecian en la zona de interaccion. Los valores se presentan como la media
+ SEM. ** p< 0.01 y *** p< 0.001
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Figura 6. Las oscilaciones gamma en el NAc fueron moduladas por la interaccion social. a) (Izquierda) Imagenes
representativas de una rata explorando un campo abierto (condicién no social) y que luego interactda socialmente con
un conespecifico (derecha). Abajo a la izquierda: trazas representativas de sefial de LFP y espectrograma del LFP
registrado en el NAc de una rata durante 60 segundos de conducta exploratoria en un campo abierto (condicion no
social). Abajo a la derecha: trazas representativas de sefial de LFP y espectrograma de 60 segundos de interaccion
social espontanea registrada en la misma rata. La actividad oscilatoria gamma es prominente durante la interaccion
social espontanea en comparacion con la condicién no social. b) Parte superior: espectros de la mediana del poder del
grupo control (linea continua, mediana; area sombreada, percentil 25 a 75) a través de la banda de frecuencia 1-100
que muestra un aumento del poder de gamma-alta (flecha negra) durante la interaccion social espontanea (rojo) en
comparacion a la condicion no social/campo abierto (azul). Las bandas de frecuencias correspondientes a gamma-baja
y gamma-alta, se encerraron en cuadros punteados color rojo. Parte inferior: poder medio (dB) para ambas condiciones
en dos bandas de frecuencia gamma (30-60 Hz o ‘gamma-bajo’, 61-90 Hz o ‘gamma-alto’). Se observaron diferencias
significativas entre las dos condiciones, para la banda de frecuencia de 61-90 Hz. *** p <0,001; * p <0.05
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Figura 7. El aumento en el poder de gamma alto no se debi6 al efecto de la novedad. a) Espectros de la mediana
del poder del grupo control (linea continua, mediana; area sombreada, percentil 25 a 75) a través de la banda de
frecuencia 30-100 Hz que muestra un aumento del poder de las oscilaciones gamma (flecha negra) durante la
interaccion social espontanea (rojo) en comparacion con la condicion no social/objeto novedoso (verde). b) Media del
poder (dB) para ambas condiciones para gamma baja y alta (30-60 Hz y 61-90 Hz, respectivamente). Se observaron
diferencias significativas entre las dos condiciones en gamma alto. ¢) Espectros de la mediana del poder del grupo
control (linea continua, mediana; &rea sombreada, percentil 25 a 75) a través de la banda de frecuencia 30-100 Hz que
no muestran diferencias entre la condicidn no social 1 (campo abierto) y la condicion no social 2 ( objeto novedoso)
(linea verde y azul, respectivamente). d) Media del poder (dB) de gamma baja y alta para ambas condiciones no
sociales. No se observaron diferencias significativas entre ambas condiciones. * p <0.05.
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Figura 8. Las oscilaciones gamma en el NAc son independientes de la actividad locomotora. a) Espectrograma
representativo del LFP registrado en el NAc de una rata interactuando socialmente. Las lineas de puntos rojas indican
los eventos en los que el animal mostr6 una velocidad de dos desviaciones estandar arriba ("movimiento rapido") y
por debajo ("movimiento lento") de la media de la locomocion. El primer cuadro representa la posicion de la rata en
una arena cuadrada y el segundo cuadro representa la velocidad instantanea. b-c) Poder promedio (dB) para eventos
de movimiento réapido y lento en la banda de frecuencia b) gamma-baja (30-60 Hz) y ¢) gamma-alta (61-90 Hz). La
prueba t pareada no muestra una diferencia significativa en el poder de gamma entre el movimiento rapido y lento.
Los valores se presentan como la media + SEM.
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Figura 9. El cambio en el poder de gamma en el NAc entre la condicién social y no social, fue menor en las ratas
susceptibles en comparacioén a las resilientes y controles. a-b) Mediana del poder para el grupo a) resiliente y b)
susceptible (linea s6lida, mediana; area sombrada, percentiles 25-75) de la banda de frecuencias de 30-90 Hz
mostrando un incremento del poder de las oscilaciones gamma (flecha negra) durante la interaccién social espontanea
(rojo) en comparacidn a la condicion no-social/open field (azul). c-d) Porcentaje de cambio del poder en c) gamma
baja (30-60 Hz), y d) gamma alta (61-90 Hz), en relacién a la condicién no-social tomada como basal, tanto para el
grupo control, resiliente, como susceptible. Los valores se presentan como la media + SEM. * p < 0.05

El poder de las oscilaciones gamma en el nicleo accumbens de las ratas fue mayor durante la

interaccion social espontanea en comparacion con una condicion no social.

Con el propésito de identificar la posible relacion entre las oscilaciones del LFP en el NAc y la interaccién
social, se implant6 un arreglo de microelectrodos de 4 canales en el NAc de cinco ratas Sprague-Dawley
macho y se registro la actividad de LFP in vivo en la NAc, usando un sistema de registro inaldmbrico,
cuando las ratas realizaban interaccion social espontaneas con un conspecifico. En esta prueba, las ratas
interactuaron continuamente durante 5 minutos (ver Métodos). Para el analisis, se extrajeron los primeros

150 segundos de sefial en cada condicion. Se encontré que cuando las ratas experimentaron interacciones
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sociales, el poder de gamma en el NAc fue mayor en la banda de frecuencia gamma-alta (61-90 Hz), en
comparacion con la condicion no social (t=6.9 df=4; P = 0.002). En gamma-baja, por su lado, no se

observaron diferencias significativas del poder entre ambas condiciones. (t=2.4 df=4; P = 0.0784) ( Fig.6).

Para excluir el efecto de la novedad como factor de confusion, los animales fueron sometidos a una segunda
condicion no social, que consistié en explorar un objeto nuevo. Se encontr6 una diferencia significativa en
las oscilaciones gamma entre la interaccion social y la exploracion del objeto nuevo en la banda de
frecuencia de 61-90 Hz (t=3.705 df=4; P <0.0208) (Fig. 2A) y no en la banda de 30-60 Hz (t=0.5547 df=4;
P <0.6086). Los animales en ambas condiciones no sociales mostraron poderes similares en las frecuencias

30-60 Hz (t=0.8679 df=4; P = 0.4344) y 61-90 Hz (t=2.38 df=4; P = 0.0760) (Fig.7).

Posteriormente, para evaluar si este aumento en las oscilaciones gamma fue la mera consecuencia de la
actividad locomotora, se analizaron offline los eventos en los que el animal aumento el nivel de movimiento
durante la interaccion social (‘'movimiento rapido’) versus los eventos cuando el animal se movia lentamente
('movimiento lento") usando registros de video sincronizadas con el tracking de los animales y el analisis
automatizado con EthoVision® XT (Noldus, Wageningen, Paises Bajos) para medir la velocidad y las
coordenadas espaciales de los animales cuando estaban realizando las tareas. Se observo que el poder de
las oscilaciones gamma era independiente de la actividad locomotora durante la interaccion social tanto en

la banda de 30-60 Hz (t=0.8221 df=4; P = 0.4572), como en los 61-90 Hz (t=0.1122 df=4; P = 0.9160)

(Fig.8).

Las ratas susceptibles mostraron un menor cambio en el poder de las oscilaciones gamma en la NAc

entre la condicion social y no social, en comparacion con las ratas control y resilientes.

Teniendo en cuenta estos resultados, se evalud si el aumento en las oscilaciones gamma en el NAc durante
la interaccion social diferia entre las ratas resilientes y aquellas susceptibles al estrés (Fig. 9). Este fue el
experimento principal de este estudio y consistio en someter a las ratas Sprague-Dawley a un protocolo de

estrés por derrota social durante siete dias consecutivos.
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Luego se clasifico a los animales en resilientes y susceptibles segln su tiempo de interaccion social en una
prueba diferente a la utilizada para los registros electrofisioldgicos. Después de esta clasificacion, se
implantaron ratas resilientes y susceptibles con un arreglo de microelectrodos en el NAc para registrar los
LFP in vivo durante la condicion no social y la interaccion social espontanea (Fig. 1). Interesantemente, se
observaron diferencias significativas entre los grupos control, resiliente y susceptible en el porcentaje de
cambio del poder de gamma-alta (61-90 Hz) que fue inducido por la interaccion social espontanea (F (2,
10) =6.2; P =0.017) y las comparaciones multiples arrojaron diferencias especificas del grupo susceptible
en relacion a los grupos resiliente y control (control vs. susceptible P = 0.021 y resiliente vs. susceptible P
= 0.045). Por otro lado, los grupos control y resiliente mostraron porcentajes de cambio similares en el

poder de gamma-alta durante la interaccion social (P = 0.609) (Fig. 9).
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DISCUSION

El aspecto innovador de esta investigacion fue el uso de una tecnologia que permiti6 integrar una evaluacion
del comportamiento ecoldgico de la interaccién social con los registros in vivo de las oscilaciones de LFP

en el NAc de ratas que eran susceptibles y resilientes al estrés por derrota social.

De la presente tesis, se destacan dos hallazgos relevantes: el primero de ellos dice relacion con el correlato
electrofisioldgico de la interaccién social en un &rea esencial para el procesamiento de la recompensa como
es el NAc. Si bien, ya habia cierta evidencia de la participacién del NAc en los comportamientos sociales
(5,6), hasta la fecha se desconocia que la interaccion social se correlacionara con el aumento del poder de
gamma-alta (61-90 Hz, en el presente estudio) en el NAc, lo que apunta a una posible modulacion de la
interaccidn social a partir de las oscilaciones gamma en esa region cerebral especifica (Fig. 6). En contraste,
el poder de gamma-alta en el NAc no dependi6 de la interaccién social en aquellas ratas que eran

susceptibles al estrés por derrota social (Fig. 9).

Cabe destacar que el origen de las oscilaciones gamma en el NAc podria ser tedricamente atribuido a
diferentes factores, entre ellos, a los inputs sindpticos que vienen desde areas aferentes como el hipocampo,
la amigdala, la corteza prefrontal y el tdlamo (51,52). También a los potenciales locales intrinsecos de
membrana y actividad multiunitaria de spikes (19), o bien, a las corrientes sinapticas resultantes de
proyecciones locales dentro del estriado, principalmente entre interneuronas de disparo rapido (FSI)
parvalbimina positivas y MSN del NAc. En relacion a esto Gltimo, se ha descrito que en el estriado el
acoplamiento a ritmos gamma es selectivo para las FSI (17), las cuales han sido teéricamente vinculadas a

la generacidn de oscilaciones en esta banda de frecuencia (53).

De acuerdo a lo anterior, una posible explicacion seria que, en condiciones normales, el aumento del
neurotransmisor dopamina (DA) durante la interaccion social, excitaria a las FSI directamente mediante la
despolarizacién mediada por los receptores tipo D1, o bien, de forma indirecta, reduciendo su inhibicién

sinaptica a través de receptores tipo D2 presinapticos (54). Esto aumentaria la actividad inhibitoria de las
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FSI sobre las MSN, lo cual generaria oscilaciones en frecuencia gamma (Fig. 10 a). Por lo tanto, en el caso
de las ratas susceptibles, se propone que existiria 1) una disminucion de los niveles normales de dopamina
en el NAc producto del estrés cronico por derrota social, lo cual lleva a 2) una disminucion de la actividad
de las FSI, que genera 3) la alteracion del circuito local inhibitorio entre las FSI'y las MSN y conlleva a 4)

la disminucién de las oscilaciones gamma en el NAc (53) durante la interaccion social (Fig. 10 b)

Analizando cada aspecto de esta hipétesis explicativa, en primer lugar tenemos la posible disminucién de
los niveles de dopamina producto del estrés cronico. Si bien esto no fue medido en el presente estudio, este
fendmeno ya ha sido previamente estudiado, por lo que existe evidencia de que el estrés cronico conlleva
una disminucion de los niveles de dopamina (41), lo que se relaciona con la alteracién del procesamiento
de recompensa asociada a la sintomatologia depresiva. La disminucion de los niveles de dopamina en el
NAcC en las ratas susceptibles durante la interaccion social, es consecuente ademas con los resultados
obtenidos en la prueba de preferencia de sacarosa, que es una medida clasica de conducta similar a
anhedonia en roedores (Fig. 4e). Alli se observo que las ratas susceptibles tenian una disminuida preferencia
por el liquido dulce, mientras que los animales resilientes no mostraron diferencias respecto a los controles.
Esto es especialmente interesante, tomando en cuenta que este fendmeno no podria ser atribuido a que los
animales resilientes estaban menos estresados que los susceptibles, pues en ambos casos, l0s marcadores
fisiologicos de estrés se mostraron evidentemente alterados, como lo indic6 la disminuida ganancia de peso
corporal (Fig. 3). Si bien no se profundizé en el presente estudio, es probable que los niveles de dopamina
en las ratas resilientes durante la interaccion social, se hayan mantenido normales, lo cual les permitié
seguir experimentando como placentera la interaccion social y no disminuy6 su conducta de aproximacion,
como si ocurrio en las ratas susceptibles. Este es un fenémeno que debe seguir siendo investigando en

futuros estudios.

De acuerdo a esto, la disminucion de los niveles de dopamina en el NAc, podria estar generando una
disminucién de la actividad de las FSI. Al respecto, existe evidencia de que la dopamina enddgena ejerce

una doble accion excitadora sobre las FSI en el estriado, despolarizdndolas directamente (a traves de los
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receptores tipo D1) y reduciendo su inhibicion sindptica (a través de los receptores tipo D2 presinépticos)
(54), por lo que el descenso de los niveles de dopamina en el NAc, afectaria este balance y conllevaria a

una menor excitacion de las FSI.

Se sabe que las FSI inhiben poderosamente a las neuronas de proyeccidn, las cuales no parecen inhibirse
entre si de manera significativa (55). Por lo tanto, las FSI (56) son probablemente las principales neuronas
responsables de la inhibicion GABAEérgica del estriado; esto limita fuertemente el output estriatal (57).
Aunque las FSI constituyen solo el 1-2% de las neuronas en el NAc, éstas proporcionan una poderosa
inhibicion feedforward que controla el disparo de las MSN (58). Se hace evidente entonces que, al excitar
las FSI y al reducir su inhibicion sinaptica, los aferentes dopaminérgicos pueden ejercer una influencia
inhibitoria importante en el estriado. En particular, la dopamina puede regular criticamente la inhibicién

feedforward que es una caracteristica principal de la comunicacion cértico-estriada (56).

Finalmente, la alteracion de este circuito inhibitorio, estaria generando la disminucién de las oscilaciones
gamma en el NAc, de acuerdo a un modelo de “inhibicidn-inhibicion” (53) en donde las oscilaciones
gamma pueden ser generadas por una red inhibitoria conectada reciprocamente, en la cual las FSI inhiben
a las MSN (59). Esto podria estar conduciendo a una falla en la integracion en el NAc de la informacion
cortical (59), probablemente de inputs provenientes de la corteza prefrontal, una region cerebral involucrada

en la conducta social, segun evidencia reciente (5).

En relacion a lo anterior, algunos autores se refieren al NAc como una ‘central conmutadora de sefales’
(60-62). Esta propuesta implica que mas que un simple receptor pasivo de sefiales entrantes provenientes
de aferencias, el NAc tiene un mecanismo para el intercambio entre dichas sefiales. En tal escenario de
intercambio, el NAc seria capaz de ‘seleccionar’ un input dominante. Esto sugiere, por ejemplo, que durante
la actividad oscilatoria gamma-alta el NAc, las otras areas que también exhiben tal actividad, como la
corteza prefrontal, podrian estar funcionalmente sincronizadas con el NAc y en control de su influencia
sobre la conducta, mientras que durante gamma-baja, la corteza piriforme o la amigdala (que también
presentan oscilaciones en esta banda de frecuencia) estarian controlando el output del NAc (19). No
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obstante, seria el NAc el que ejerceria el rol de seleccionar e intercambiar el paso de una fuente de sefiales

a otra. En este sentido, la indemnidad de todo el circuito determinara la normalidad de la conducta social.

En conclusion, de manera similar a estudios anteriores que mostraron que las oscilaciones gamma en el
NAC estan asociadas con el procesamiento de recompensas naturales, como la ingesta de alimentos, o
recompensas sintéticas, como el uso de drogas (15-18), estos resultados sugieren que las oscilaciones
gamma podrian involucrarse también en el efecto gratificante generado por la presencia de un
conespecifico, asi como en la interaccion social con él. Las alteraciones en este dominio parecen estar
involucradas en la etiologia de los trastornos neuropsiquiatricos relacionados con el estrés, como la

depresion mayor y los trastornos de ansiedad.
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!
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Figura 10. Posible mecanismo explicativo. Esquema representativo del posible mecanismo que explicaria la
alteracidn en las oscilaciones gamma observada en los animales susceptibles. a) En condiciones normales, el aumento
del neurotransmisor dopamina (DA) durante la interaccion social, excitaria a las FSI directamente mediante la
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despolarizacion mediada por los receptores tipo D1, o bien, de forma indirecta, reduciendo su inhibicién sinaptica a
través de receptores tipo D2 presinapticos. Esto aumentaria la actividad inhibitoria de las FSI sobre las MSN, lo cual
generaria oscilaciones en frecuencia gamma. b) En el caso de las ratas susceptibles, se propone que existiria una
disminucién de los niveles normales de dopamina en el NAc producto del estrés crénico por derrota social, lo cual
Ileva a una disminucién de la actividad de las FSI, que genera la alteracion del circuito local inhibitorio entre las FSls
y las MSNs y conlleva a la disminucion de las oscilaciones gamma en el NAc durante la interaccidn social.
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