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RESUMEN

El registro de la respuesta emocional en animales posee obvias limitaciones. Los paradigmas utilizados
hasta la fecha se basan en el registro de respuestas indirectas en las cuales el componente motor tiene una
gran implicacion. Asi por ejemplo en roedores, en las respuestas de miedo o aversion innata a las alturas o a
espacios iluminados y abiertos se emplean laberintos elevados con zonas protegidas o abiertas y se registra
el desplazamiento del animal a esos compartimentos controlando que los efectos motores sean minimos o
corrigiendo el efecto. Por esta razén el registro de una respuesta innata no limitada a la conducta motora
general del animal resulta de gran relevancia en el estudio de la emocion. En ratas, se ha observado que en
condiciones consideradas aversivas se genera un elevado nivel de vocalizaciones de baja frecuencia (20kHz),
mientras que en las consideradas apetitivas aumentan las vocalizaciones de alta frecuencia (75kHz). En nues-
tro estudio, aplicamos estos parametros a los efectos de una droga ansiolitica como el alcohol y a las vias de
administracion de la misma. Demostramos que una inyeccion periférica genera mas vocalizaciones aversivas
que la administracion intracerebral. Asi mismo comprobamos que los animales vocalizan menos en el rango
de baja frecuencia cuando se les administra alcohol en relaciéon a cuando se les administra el vehiculo lo cual

apunta a un efecto de reduccion de efectos aversivos de esta dosis de alcohol.
INTRODUCCION

Desde hace algunas décadas se conoce que ciertas especies animales, entre ellas los roedores, emiten vocali-
zaciones ultrasonicas (VU) (para una revision reciente ver; Portfors, 2007). Ademas, se han podido observar
diferentes rangos de frecuencia en los que los animales suele emitir, dependiendo de las condiciones que
lo rodean y, por ende, del estado que este contexto o droga le causen. Algunos autores afirman que estas
vocalizaciones reflejan la motivacion y el estado afectivo especifico del animal en cada momento (Knutson,
2002). Dentro de las frecuencias emitidas se han podido diferenciar dos rangos que englobarian por un lado;
situaciones o estados apetitivos (rango de frecuencia alta, 50-75 kHz) y por otro situaciones aversivas (ran-
go de frecuencia baja, 20-22 kHz). Las vocalizaciones en el rango considerado positivo son emitidas ante
situaciones como: juego social entre congéneres, drogas de abuso, estimulacion eléctrica cerebral, conducta
sexual, etc. (Burgdorf et al., 2000; 2001a; Burgdorf y Panksepp 2001c; Knutson et al., 1998). Por otro lado,
estimulos aversivos como un shock, una luz intensa, ser el macho perdedor en un encuentro agonistico o el
efecto aversivo de una droga provocan no sélo un aumento en la emision de vocalizaciones en el rango de
20-22 kHz sino que ademas causan un decremento de las vocalizaciones apetitivas (Burgdorf et al., 2001b;
Knutson et al., 1999).

Hasta el momento, son pocos los estudios que han utilizado este nuevo paradigma de VU en roedores para
la evaluacion de respuestas de ansiedad (Schwarting et al., 2007). Las respuestas de ansiedad en ratas han
sido tradicionalmente medidas con paradigmas como el laberinto elevado en cruz y, en menor medida, la
caja de luz-oscuridad. Ambos se valen de las respuestas de miedo o aversion innata a las alturas o a espacios

iluminados y abiertos que presentan los roedores. El estado del animal, tanto en ratas como en ratones, va
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a poder ser observado mediante las elecciones que este realice, como por ejemplo; estar mas tiempo en el
compartimento abierto que en el cerrado. Ambos paradigmas han mostrado ser muy eficaces para evaluar
los efectos ansioliticos de diferentes drogas. Por ejemplo, mediante ambos paradigmas se han podido obtener
datos consistentes del efecto ansiolitico de dosis moderadas de alcohol (Stewart et al., 1993). Sin embargo,
estos paradigmas se basan en el registro de respuestas indirectas en las cuales el componente motor tiene una
gran implicacion. Ello hace que cualquier manipulacion experimental que afecte la respuesta motora sesgara
el registro del efecto emocional. Por esta razén el registro de una respuesta innata no limitada a la conducta
motora general del animal resulta de gran relevancia en el estudio de la emocion.

El presente estudio pretende comparar y explorar el impacto de una dosis ansiolitica de etanol sobre la
conducta de ratas expuestas a diferentes paradigmas de ansiedad con aquellas expuestas al paradigma de
registro de VU. Se trata de mostrar una alternativa al uso de los paradigmas tradicionales que requieren de

la actividad locomotora del animal.
METODO

Sujetos:

Ratas macho adultas de la estirpe Sprague Dawley (Janvier S.L, Paris, Francia). A su llegada al laboratorio
los animales tenian 4 semanas de edad y pesaban 250-300 gramos. Fueron alojadas individualmente en ca-
jas de plexiglas (20X40X20 cm) y mantenidas en el estabulario para su aclimatacion al menos una semana
antes del comienzo de los experimentos. En el estabulario las condiciones eran: Humedad media de 55% y
temperatura constante de 22°C£1°C, ciclos 12-h/12-h luz-oscuridad y comida y agua de libre acceso. Los
experimentos se realizaron durante la fase de luz. Todos los procedimientos siguieron las directrices para el

uso de animales de experimentacion del Consejo de la Comunidad Europea (86/609/ECC).

Cirugia:

Para la implantacion de las canulas que permitian la administracion intraventricular (ICV) los animales
fueron anestesiados con hidrato de cloral al 4% (IP) antes de ser colocados en el aparato estereotaxico (Kopf
Instruments USA). Se implant6 en el ventriculo una canula unilateral (10 mm de longitud y un didmetro de
23 g). Las coordenadas estereotaxicas desde bregma fueron: +0.5 mm AP, +/- 1.3 mm ML, -3.2 mm DV). A

los animales se les dejé entre 7 y 10 dias de recuperacion antes del test.

Drogas:
El etanol (Panreac, Espafia) fue preparado en disolucion al 20% v/v con solucion salina (cloruro sodico al

0.9% w/v) la cual fue utilizada como control.
Aparataje:

En el presente estudio se utilizaron 3 sistemas para el registro de ansiedad:

El laberinto en cruz elevado (LCE) hecho de metacrilato, consistente en dos brazos abiertos con un pequefio
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borde para evitar que los animales caigan (45X15x2 cm), y dos brazos cerrados transparentes (45X15X30
cm). La plataforma central media 15X15 cm. El laberinto estaba elevado a 46 cm del suelo. El suelo de los
brazos y de la plataforma era de color negro, con resina de epoxy para evitar que filtrara la orina de los ani-
males.

La caja luz-oscuridad (L-D) es una caja con dos compartimentos separados pero que se comunican con una
puerta de 10X14 cm. El compartimiento abierto es de color blanco, estd iluminado con una intensidad de
25-W y sus dimensiones son mayores que el cerrado (39X40X40 cm). El compartimento cerrado (25X40X40
cm) estad pintado de negro y tiene una tapa que lo cubre.

El paradigma de registro de vocalizaciones ultrasonicas (Ultravox. Noldus, Holanda) consiste en cuatro
micréfonos detectores conectados a un sistema de regulacion de umbrales. El sistema de deteccion esta
conectado a un sistema de analisis y cuantificacion de frecuencias. Los micréfonos se situaron a 25 cm del
suelo sobre rejas que cubrian una caja oscura (59X29X33 cm) en la que se coloco al animal. Dos detectores en
extremos opuestos registraban las frecuencias bajas (20-22 kHz) y otros dos, también en extremos opuestos,
las frecuencias altas (50-75 kHz).

Procedimiento:
Las ratas fueron habituadas al manejo del experimentador y a las condiciones experimentales de la sala de
test, durante dos sesiones de 20 minutos en los 2 dias previos a la sesion experimental. El dia del test, depen-
diendo de la via de administracion (ICV o IP), se emple6 un procedimiento diferente por el tiempo necesario
para que la droga ejerza su efecto, tiempo mayor en la via [P, donde se procedi6 a situar a la rata en la caja
transparente durante 10 minutos tras la inyeccion, previa introduccion en el paradigma.

Experimento 1: Validacion del paradigma de VU.
El objetivo del primer experimento era validar el nuevo paradigma de vocalizaciones ultrasonicas como mé-
todo objetivo del estado afectivo del animal. Se comprobo que el sistema era sensible a las diferencias en la
respuesta del animal frente a diferentes estimulos. Para ello se aplicé un estimulo clasificado como aversivo;
el pinzamiento agudo de la cola previa colocacion del animal en la caja empleada para las vocalizaciones,
donde se registraron las vocalizaciones durante 10 minutos.
En segundo lugar se realizo un experimento para comparar la administracion de una solucién salina inocua
por la via intraperitoneal (IP) con la administracion por la via intracerebral (ICV). Tras la inyeccion corres-
pondiente, se coloco al animal en una caja de estabulacion, durante 15 minutos para permitir la difusion de
la droga. Tras ello, se introdujo al animal en la caja de las vocalizaciones, donde estas se registraron durante
10 minutos.

Experimento 2: Comparacion del paradigma de VU con los paradigmas tradicionales para el registro

de ansiedad en roedores.
Este segundo experimento tenia como objetivo principal mostrar el efecto ansiolitico del alcohol adminis-

trado de manera periférica, comparando los paradigmas tradicionales, el laberinto en cruz elevado (A) y la

caja luz-oscuridad (B), con el nuevo paradigma de vocalizaciones ultrasonicas (C). En todos los paradigmas
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a diferentes grupos de animales se les administr6 0,0 6 0,5 g/kg de etanol, IP.

A- Tras la inyeccion de la droga el animal fue colocado en una caja de estabulacion y a los 10 minutos se le
introdujo en la plataforma central del laberinto elevado en cruz, con la cabeza dirigida hacia el brazo abierto.
Se registro su conducta durante 5 minutos. El pardmetro registrado fue el tiempo empleado en los brazos
abiertos, considerandose como tiempo en brazo abierto el momento en que el animal cruzaba con las 4 patas
en una de estas areas.

B- Inmediatamente tras la inyeccidén de la droga la rata se coloco en el compartimento cerrado de la caja
luz-oscuridad, durante 10 minutos. Pasado este tiempo se permitié el acceso al otro compartimento, durante
10 minutos durante los cuales se registrd el nimero de veces que el animal entraba en el compartimento
iluminado con las 4 patas.

C- A los 15 minutos de la inyeccion la rata se coloco en la caja en la que estaban instalados los micr6fonos

durante 10 minutos en los que se registraron inicamente sus vocalizaciones.

Resultados

Experimento 1: Validacion del paradigma de VU.
Al igual que habia ocurrido en el estudio piloto con el pinzamiento de la cola, los datos de la comparacion
entre las diferentes vias de administracion de drogas indicaron que la administracion periférica inducia un
mayor namero de vocalizaciones en el rango de baja frecuencia. El resultado de una prueba T de 2 colas para
muestras independientes indica que las diferecias fueron significativas (t= -3.066, df=6, p<0.05), sin embar-

go, no existieron diferencias en las vocalizaciones de alta frecuencia (t= -0.856, df= 6, p=0.42).
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Experimento 2: Comparacion del paradigma de VU con los paradigmas tradicionales para el registro

de ansiedad en roedores.

A. En el caso de los grupos en los cuales se observod el impacto de una dosis de etanol sobre la respuesta
de ansiedad en un laberinto elevado, el resultado de una prueba T de 2 colas para muestras independientes
indica que hubo un efecto significativo del etanol en relacion al grupo que recibid salina (t= -2.390, df=16,

p<0.05). El grupo etanol pasdé mas tiempo a los brazos abiertos.
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B. En los grupos donde la ansiedad fue evaluada en una caja de luz-oscuridad, el resultado de una prue-
ba T de 2 colas para muestras independientes también indicé que hubo un efecto significativo del etanol
en relacion al grupo control (t= -2.985, df=7, p<0.05). El grupo etanol sali6 mas veces al compartimento

1luminado.
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C. En la evaluacion de las vocalizaciones de baja frecuencia el resultado de una prueba T de 2 colas para
muestras independientes indico que hubo un efecto significativo del etanol en relacion al grupo control

(t=2.495, df=7, p<0.05). El grupo etanol vocalizé menos en el rango de baja frecuencia, el considerado aversivo.
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DISCUSION

Los datos preliminares confirmaron la validez del método VU para registrar las variaciones en el estado
afectivo del animal. Tras el pinzamiento de la cola, estimulo claramente aversivo, los animales emitieron un
mayor numero de vocalizaciones en el rango de 20 kHz. Asi mismo, se observo que la administracion de
una solucion salina mediante una inyeccion en la cavidad intraperitoneal, en general aumenta el numero de
vocalizaciones en relacion a las vocalizaciones emitidas por los animales que recibieron una inyeccioén in-
tracraneal. Es decir algunas vias de administracion inducen una mayor respuesta emocional en los animales
que otras. En nuestro caso, probablemente debido al procedimiento de inmovilizacion, junto a la activacion
de los receptores periféricos del dolor, la inyeccion IP produjo un mayor niimero de vocalizaciones, pero
especificamente aumentaron significativamente las vocalizaciones aversivas (20kHz). La administracion in-
tracraneal de una solucion salina en ratas tras un periodo de recuperacion de la cirugia, no resultd tener un
gran impacto en las VU emitidas. Esto implicaria que esta via de administracion evita el impacto del dolor
agudo y el estrés de la manipulacion experimentado por la inyeccion IP.

En cuanto a los datos obtenidos al comparar los diferentes paradigmas de ansiedad con el registro de VU
observamos que los 3 métodos obtienen resultados equivalentes. Tanto en el laberinto en cruz elevado como
en la caja luz-oscuridad la dosis de 0,5 g/kg de etanol produce un efecto ansiolitico; los animales dedican mas
tiempo a permanecer en los brazos abiertos y realizan un mayor numero de entradas en el compartimento
iluminado que los animales control. Estos efectos ansioliticos del etanol en los paradigmas tradicionales se
traducen en el caso del registro de las VU, en una reduccion significativa en el nimero de vocalizaciones
emitidas en el rango aversivo (20 kHz). Asi pues, el paradigma de vocalizaciones ultrasonicas parece ser un
buen indicador del estado emocional del roedor, eliminando alguno de los inconvenientes de los paradigmas

tradicionales de registro de ansiedad como son los efectos motores.
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