AGENCIA NACIONAL
DE INVESTIGACION
E INNOVACION

Informe final publicable de proyecto
Modulacidon nonapeptidérgica de la conducta reproductiva

Codigo de proyecto ANII: FCE_3_2022_1_172447

Fecha de cierre de proyecto: 01/04/2025

POUSO, Paula (Responsable Técnico - Cientifico)

UNIVERSIDAD DE LA REPUBLICA. FACULTAD DE MEDICINA (Institucién Proponente) \\ FACULTAD DE MEDICINA. FUNDACION MANUEL PEREZ

1/13



Resumen del proyecto

Si bien la base neural de la conducta social ha sido ampliamente estudiada, ain queda mucho por conocer debido a la gran diversidad
interespecifica existente. En vertebrados, las conductas sociales estdn controladas por una red de nucleos centrales altamente conservada:
la red cerebral de la conducta social (RCCS). Los nonapéptidos hipotaldmicos son reconocidos moduladores de esta conducta y se
caracterizan por ser conservados evolutivamente. La vasotocina (AVT, vasopresina en mamiferos), es un reconocido nonapéptido que
interviene en el control de una amplia variedad de conductas sociales, como la conducta reproductiva. Los anuros son animales campeones
en el despliegue de senales de cortejo, un comportamiento social bdsico determinante para reproducirse exitosamente. Sin embargo, hay
escasos trabajos que describen el rol modulador de nonapéptidos en su conducta social, y en particular sobre la accién de la AVT en la
modulacién del comportamiento vocal. Boana pulchella es un anfibio anuro autéctono. Los machos emiten cantos en coros al unisono o en
forma alternada durante el cortejo. Planteamos la hipétesis de que la AVT modula la conducta reproductiva y en particular el
comportamiento vocal en machos de B. pulchella. Para testear esta hipétesis, identificamos y describimos las dreas de la RCCS: el drea
predptica (APO), la amigdala medial, el hipotdlamo anterior y ventromedial, y el septum lateral mediante técnicas de histologia cldsica.
Luego, inmunoidentificamos la presencia y distribuciéon de AVT en el APO de B. pulchella, y finalmente mediante ensayos farmacoldgicos en
campo describimos que la administracion exégena del antagonista de AVT disminuye la probabilidad de cantar respecto a los animales no
tratados y, ademads, tiende a reducir la frecuencia dominante de las vocalizaciones. Encontramos por primera vez en un anuro autéctono,
que la AVT estd involucrada en la modulacién de la conducta reproductiva, y en particular, en el comportamiento vocal.
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Antecedentes, problema de investigacidn, objetivos y justificacion.

En las ultimas décadas se han investigado intensamente las bases neurales de la conducta social en diferentes taxa de vertebrados incluido
el ser humano [1]-[6]. Sin embargo, dada la enorme diversidad interespecifica ha sido dificil dilucidar las reglas generales que lo gobiernan.
En vertebrados esta conducta es controlada por una red de ndcleos centrales altamente conservada (red cerebral del comportamiento
social, RCCS, [7]). La RCCS del cerebro estd constituida por dreas del cerebro anterior y medio que son esenciales para la expresion de
comportamientos bdsicos sociales [8]. El drea predptica (APO), perteneciente a la RCCS, estd presente en el cerebro de todos los
vertebrados y se ubica en el hipotdlamo, y rostral al quiasma dptico [9]. EL APO es relevante en ciertos aspectos de la conducta
reproductiva [2]. En anuros, el APO es un drea aclsticamente sensitiva, modulada por estimulos sociales [10}-[13] y su neuroanatomia no se
ha descripto exhaustivamente [9].

Los nonapéptidos hipotaldmicos estan implicados en la modulacidon de comportamientos sociales en varias especies de vertebrados, lo que
evidencia una alta conservacion en estructura y funcién. En mamiferos, estos incluyen la vasopresina (AVP) y la oxitocina (OT), y en
vertebrados no mamiferos la vasotocina (AVT), la isotocina (IT) y mesotocina (MT) [14], [15]. En vertebrados amniotas, estos nonapéptidos son
producidos mayoritariamente por neuronas de los nucleos supraéptico y paraventricular del hipotdlamo y en anamniotas por ndcleos
homadlogos en el APO [16]. Estas neuronas se clasifican de acuerdo con su tamaiio y distribucién espacial en parvocélulas, magnocélulas y
gigantocélulas [42]. En ambos casos, las prolongaciones de estas neuronas llegan a la neurohipoéfisis, desde donde los péptidos se liberan a
la sangre. En particular, las neuronas AVP/AVT del APO proyectan a diversas dreas del SNC donde se postula que ejercen acciones
moduladoras de la conducta social [17]. En anuros existen escasos reportes acerca de la distribucion de nonapéptidos y en particular del
AVT en el cerebro [18]-[22].

La conducta reproductiva es un tipo de conducta social que comprende toda interaccién entre ambos sexos que conduzca a la unién de los
gametos [23]. El comportamiento previo a la gametoposicion que involucra la bisqueda, atraccién y excitacion de una potencial pareja se
denomina cortejo [24]. Las sefales de cortejo son usadas para estimular y atraer a la pareja y en la mayoria de las especies son iniciadas
por machos [25].

En aves cantoras, anuros y peces teledsteos, se ha descrito la modulacion que ejercen los nonapéptidos y en particular el AVT y su
antagonista (Manning Compound (MC)), en conductas reproductivas que involucran la emisién de sefales comunicativas [17], [26], [27], [30].

En anuros la emision de sefiales comunicativas es un comportamiento social bdsico esencial durante el cortejo [28]. En muchas especies, el
cortejo comprende la formacién de coros compuestos por machos que suman sus cantos en sincronia para aumentar la amplitud de la sefal
emitida y atraer hembras a largas distancias. Los patrones temporales particulares de estas emisiones son especificos de cada especie
[28]. La base neural de vocalizaciones producidas por anuros subyace en nucleos del tronco encefdlico conectados con otras dreas del
cerebro, incluida el APO [28]. EL AVT ha sido estudiado como modulador de la emisidn de vocalizaciones en la conducta reproductiva en
varias especies ([17], [29]), logrando el incremento de la frecuencia de emision del canto o la produccién de distintos tipos de vocalizaciones,
lo que sugiere que el AVT puede estar involucrado con el aumento de la motivacion para cantar luego de recibir el tratamiento ([30]-[36]).
Boana pulchella es un anfibio anuro de la familia Hylidae, de mediano tamaiio (3- 4,6 cm, 1,7-4,7 g), distribuido en Uruguay, sur de Brasil,
centro y noreste de Argentina, y sur de Paraguay [37]. Esta especie presenta dimorfismo sexual, caracterizado por la coloracién de la piel y
la prominencia del saco vocal en machos. Durante el periodo reproductivo vive en grupos en charcos temporales de aguas naturales y/o
artificiales [38], [39]. La distancia observada entre los individuos de esta especie, durante el cortejo ha sido aproximadamente entre 0,5y 1,5
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m, que indica una gran tolerancia entre coespecimenes en anuros. Durante el cortejo, actividad nocturna, se observa interaccion entre
machos manifestada por el canto en coros al unisono o en forma alternada. Los meses de mayor actividad de los coros son de setiembre a
abril [38]. En Uruguay existen reportes sobre las caracteristicas acusticas del canto en la especie [39], [40]. Sin embargo, no hay
descripciones neuroanatémicas y no se ha explorado el rol modulador de nonapéptidos sobre la conducta reproductiva y en particular sobre
la emision del canto en la especie.

Teniendo en cuenta los antecedentes descriptos del rol modulador de AVT en la emision del canto en machos de anuros, hipotetizamos que el
AVT se encuentra presente en neuronas de la RCCS y modula la conducta reproductiva, teniendo un efecto sobre la emisién del canto en
machos del anuro autéctono Boana pulchella.

En este proyecto exploramos por primera vez el rol modulador de AVT en la conducta reproductiva y en particular en la emisién del canto
en un modelo neuroetolégico novedoso en Uruguay. Este animal presenta ventajas para el estudio de las bases neuroendocrinas del
comportamiento social: primero, porque nos permite explorar, a través de su comportamiento vocal, cambios en el sistema nervioso [44].
Segundo, en anuros es conocida la modulacién nonapeptidérgica sobre el comportamiento vocal [30], [42]. Tercero, es una especie abundante
en Uruguay cuya poblacion es estable y sin preocupacion prioritaria, y que presenta despliegues vocales y locomotores robustos durante el
cortejo [37], [38], [40] [43]. Cuarto, a diferencia de otros modelos animales neuroetoldgicos, podemos estudiar su comportamiento en la
naturaleza sin perturbarlo, porque los registros son de simple y accesible implementacién. Quinto, contamos con resultados preliminares
que describen las caracteristicas del canto en la especie y la variabilidad de este [44]. También hemos realizado experimentos pilotos
realizados en el campo que muestran que es posible estimular el canto de los machos con la estimulacion acustica de la grabacién del canto
de conespecificos. Sexto, hemos realizado una descripcion preliminar de la presencia de AVT en cerebro en esta especie [45]. Entendemos
que este trabajo de investigacién permitié por primera vez contribuir al conocimiento de las bases neuroendocrinas de la conducta
reproductiva en un anuro autdctono silvestre.

Objetivo general:

Este proyecto propuso como objetivo general:

Explorar el rol de nonapéptidos hipotaldmicos sobre la conducta reproductiva en un anuro autéctono

Teniendo en cuenta la organizacién general del proyecto, se desarrollaron 2 objetivos operativos generales

Objetivo general 1:

Describir la presencia de neuronas AVTérgicas en dreas de la RCCS y en particular en el APO de machos de Boana pulchella.
Objetivo general 2:

Describir el efecto del AVT sobre la emisién del canto en machos de Boana pulchella.

Objetivos especificos

1-Identificar las dreas de la RCCS y en particular el APO, de machos de B. pulchella por técnicas de histologia cldsica.

2-Identificar la presencia de neuronas AVTérgicas en dreas de la RCCS y en particular en el APO, de machos de B. pulchella por técnicas de
inmunohistoquimica.

3-Caracterizar el nimero, morfologia y patrén de distribucidn espacial de neuronas AVTérgicas en dreas de la RCSS y en particular en el
APO de machos de B. pulchella.

4-Poner a punto el protocolo conductual farmacoldgico para inyecciones de AVT en

machos de B. pulchella.

5-Describir el efecto del AVT sobre la emisién del canto de machos de B. pulchella.

Metodologia/Diseiio del estudio

Estrategia

Nuestra estrategia consistio en integrar un enfoque conductual llevado a cabo en el hdbitat natural con abordajes histocelulares
desarrollados en el laboratorio. El proyecto estuvo disenado en dos capitulos. En el primero, abordamos objetivos neuroanatémicos e
inmunohistoquimicos en cerebro de machos (Objetivo General 1y especificos 1-3) y en el segundo exploramos objetivos farmacoldgicos con
AVT (Objetivo general 2 y especificos 4-6).

Metodologia

Trabajo de campo - Paraje Zanja del Tigre ruta 12 km 40, Maldonado, Uruguay. Los experimentos se realizaron durante la noche (22 pm a 2
am) entre setiembre y abril de 2023 y 2025. En el transcurso de los experimentos se utilizaron dataloggers para medir temperatura del
aire, horas luz/oscuridad, todas variables relacionadas con la emisidn del canto en la especie [38].

Animales- Usamos 76 machos (Peso: 2,85 + 0.55; SVL: 3.55+; LF: 1.68%0.19). Esta especie presenta dimorfismo sexual, caracterizado por
coloracién de la piel y la prominencia del saco vocal en machos [37]. Se realizé la caracterizacién biométrica de machos con balanza de
resorte y se medié longitud hocico-cloaca (SVL) y largo del fémur (LF) con calibre digital. Los machos usados en capitulo 2 fueron medidos
luego de los ensayos farmacoldgicos. En todos los experimentos se minimizd el estrés de los animales siguiendo el protocolo aprobado por
CEUA Facultad de Medicina (N.° 1492, expediente No 070151-000013-23).

Capitulo I

Experimentos neuroanatémicos e inmunohistoquimicos.

Machos adultos (n=4) fueron colectados en forma manual [56] y se tomaron medidas morfométricas de los mismos. Luego fueron

3/13



anestesiados con Metansulfonato de tricaina (por inmersidn, y se realizé la perfusion intracardiaca para fijacién con PFA al 4% en el campo.
Los cerebros fueron disecados y trasladados al laboratorio para su procesamiento.

Procesamiento de muestras para describir dreas de la RCCS y en particular el APO.

Los cerebros luego de posfijados, se pasaron a buffer fosfato (BF) y luego fueron encastrados en albimina—gelatina y cortados serialmente
con vibradtomo a 50-70 ym en orientacidn transversal y luego almacenados en BF. Cada primer corte obtenido se inmunomarcé con AVT y
luego los cortes se montaron con un marcador nuclear (DAPI). Cada segundo corte se tifid con Azul de Toluidina. Entre cada serie de dos
cortes hubo 100 ?m en el eje rostro-caudal del cerebro. Usamos atlas neuroanatémicos para identificar dreas de la RCCS y el APO [9].
Inmunohistoquimica para AVT

Los cortes obtenidos por vibratomo se lavaron en BF, se bloquearon con solucién seroalbimina bovina (SAB) (SIGMA) y se incubaron con
anticuerpo (AC) primario (anti-AVT hecho en conejo, Immunostar) de 24 a 48 horas a 4°C. Luego los cortes se lavaron con BF, se bloqueardn
con SAB en BF y se incubaron con anticuerpo secundario conjugado a fluoréforo (2 horas a temperatura ambiente). Luego de lavados los
cortes con BF se realizé el montaje en medio para fluorescencia con tincién nuclear (DAPI). Como parte de los controles de especificidad del
anticuerpo se realizaron los controles de preabsorcidn con péptido (AVT y Mesotocina) debido a la similitud en la estructura aminoacidica
entre esos nonapéptidos [46], [48]. También de forma rutinaria en algunos cortes se realizd la omisién de anticuerpo primario y/o
secundario.

Adquisicién, procesamiento de imdgenes y cuantificacion.

Utilizamos un microscopio de luz transmitida con cdmara digital asociada (OLYMPUS) y un microscopio ldser confocal espectral (Leica). Las
imdgenes se importaron al software LASAF para generar z-stacks. Se realizé la descripcion de los tipos de neuronas y su cuantificacion en
el APO de acuerdo con métodos ya descriptos [46].

Capitulo II

Experimentos farmacoldgicos con AVT y antagonista.

Puesta a punto del protocolo conductual farmacolégico para inyecciones de AVT en machos

Para evaluar el efecto de la inyeccidon con AVT, antagonista (Manning Compound, MC) o salino sobre el bienestar del animal, se realizé una
prueba manteniendo a los animales en cautiverio por 48 horas para monitorizarlos. Una vez realizado este monitoreo, se realiz6 la serie
experimental en campo con otros animales y luego de finalizada los animales fueron devueltos al tajamar. El sistema de registro acustico
para campo implica dos pasos: primero, se realiza el registro vocal del macho vocalizador previo a la administracién del tratamiento,
utilizando un micréfono unidireccional. Segundo, tras la inyeccién intraperitoneal de AVT, MC o salino en dosis de acuerdo con la literatura
([301-[36], [65]), el macho se coloca en una bolsa pldstica humedecida, equipada con un micréfono conectado a una grabadora portdtil, la cual
registra las vocalizaciones emitidas.

Se utilizaron 72 machos adultos en tres grupos experimentales (adjudicados de forma aleatoria: AVT, MC y salino.

Procesamiento semiautomadtico y validacién manual

Los datos fueron procesados de forma semiautomatica con un cédigo de programacion en R studio y también se realizé la validacién manual
usando el Software Raven por al menos dos personas, en forma ciega y aleatoria.

Estadistica

El procesamiento estadistico se realizé usando modelos lineales mixtos generalizados de acuerdo con [46], [48].

Resultados, andlisis y discusidn

A continuacion, detallo los resultados y discusion de acuerdo con los objetivos planteados.

Capitulo I

1-Identificar las dreas de la RCCS y en particular el APO, de machos de B. pulchella por técnicas de histologia cldsica.

Resultado logrado

Identificamos las siguientes dreas de la RCCS: el drea predptica (APO), la amigdala medial, el hipotdlamo anterior y ventromedial, y el
septum lateral. Nos enfocamos en la descripcidn neuroanatémica del APO en cortes transversales del cerebro de machos de B. pulchella.

El APO, se localiza entre la comisura anterior y el quiasma dptico, abarca una extensién de aproximadamente 800 ym en el eje rostro-
caudal. En cortes rostrales del APO se identifican columnas de somas densamente tenidas rodeando el receso predptico, mientras que en
niveles mds caudales los somas delimitan el sector ventral del tercer ventriculo, organizdndose en columnas orientadas dorsal y
lateralmente, con una disposicidn celular mds dispersa hacia los mdargenes laterales.

2-Identificar la presencia de neuronas AVTérgicas en dreas de la RCCS y en particular en el APO, de machos de B. pulchella por técnicas de
inmunohistoquimica.

Resultado logrado

Exploramos la presencia de inmunoreactividad para AVT en cortes transversales de dreas de la RCCS, en particular el APO en machos de B.
pulchella.

Previo a la exploracién de inmunoreactividad en los cortes se realizaron tres controles técnicos (omision del anticuerpo primario, del
secundario y de ambos) sin deteccion de sefal, lo que confirmé la ausencia de auto fluorescencia tisular. La deteccion de somas AVT+ en el
APO validé la presencia de AVT, mientras que la ausencia de sefnal tras el bloqueo con AVT confirmd la especificidad del anticuerpo.
Finalmente, la persistencia de fluorescencia tras la preabsorciéon con MST demostré que el anticuerpo no reconoce estructuras similares
como MST, reforzando su especificidad exclusiva para AVT.
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Confirmamos la presencia de neuronas AVT+ en el APO de machos de la especie, tanto a nivel de cortes rostrales como caudales que
mostraron diferente distribucion en los ejes rostro-caudal y dorsoventral de acuerdo con la altura de corte (ver resultado objetivo 3).
3-Caracterizar el nimero, morfologia y patréon de distribucién espacial de neuronas AVTérgicas en dreas de la RCSS y en particular en el
APO de machos de B. pulchella.

Resultado logrado

En el APO, tanto en niveles rostrales como caudales, se identificaron somas AVT+ distribuidos adyacentes al receso predptico, con
prolongaciones que se extienden en diversas direcciones, incluidas las regiones laterales. En cortes rostrales del APO pudo observarse la
presencia de neuronas AVTérgicas periventriculares y proximas a la superficie ventral. Las prolongaciones de estas neuronas se dirigen
ventrolateralmente. En cortes medios del APO, aumenta la densidad de neuronas AVTérgicas encontrandose ordenadas en filas (de dos o
tres neuronas) proximas al ventriculo y distribuidas mds dorsalmente. Las prolongaciones se dirigen ventrolateralmente y caudalmente. En
cortes caudales, disminuye el nimero de neuronas AVTérgicas, las cuales se dispusieron mds dorsales y se alejaron del ventriculo. Las
prolongaciones se dispusieron paralelas al ventriculo o en direccién ventro-lateral. En todos los cortes, las prolongaciones neuronales AVT+
se observan tanto en orientacion longitudinal como transversal y tenian el aspecto varicoso caracteristico para el neuropéptido en estudio.
Respecto a la morfologia de neuronas AVT inmunoreactivas, se observaron somas con morfologias variadas (redondeada, ovalada, piriforme)
y nlcleos esféricos, con marcaje puntiforme caracteristico de AVT. En un corte rostral del APO pueden observarse neuronas AVT+ con
somas esféricos y otros piriformes. Respecto al nimero de prolongaciones la mayoria de las neuronas observadas fueron bipolares. En un
corte medio del APO, las neuronas AVT+ presentaron somas ovoides y esféricos, fueron neuronas monopolares y algunas bipolares y
presentaron prolongaciones varicosas. En un corte caudal, se observaron somas AVT+ esféricos o piriformes. Las prolongaciones se
observaron varicosas y cortas.

Con el objetivo de obtener medidas morfométricas, se realizé la medida del didmetro mayor de cada célula AVT+ en cortes seriados del
APO. Al final del Gltimo ano realizamos mds experimentos para aumentar el nGmero de muestras a analizar y actualmente se estd
completando el proceso de cuantificacién. Nuestros resultados preliminares muestran que en cortes rostrales la media del didmetro mayor
fue de 11,2+ 1,3, en cortes medios fue de 13,9+3,0 y en cortes caudales fue de 17,843,9. Teniendo en cuenta el tamano del soma, morfologia y
ubicacion de las células en el eje rostro-caudal y ventro-dorsal, las células de menor didmetro remedan a las poblaciones parvocélulas, las
de mediano y mayor tamano las magnocélulas y gigantocélulas respectivamente.

NOTA: para profundizar en los resultados de este capitulo puede consultar:[59].

Discusion

Primero se identificaron dreas cerebrales de la RCCS en machos vocalizadores de B. pulchella: el APO, la amigdala medial, el hipotdlamo
anterior y ventromedial, y el septum lateral. Estas dreas fueron caracterizadas utilizando técnicas citoarquitecturales y siguiendo
referencias bibliogrdaficas de estudios similares realizados en otras especies de anuros. Segundo, se realizé la caracterizacion
neuroanatémica del APO. Por Ultimo, se inmunoidentificé la presencia de neuronas AVT+ en el APO de machos vocalizadores de B. pulchella.
Existen pocos informes sobre neuroanatomia en anuros [9], [60], [61], en estos, los detalles para identificar dreas son limitados. Sin embargo,
en Rana esculenta miembro de la familia Ranidae, se proporciona una descripcion detallada de como identificar las dreas de nuestro
interés [62]. Aunque R. esculenta se encuentra filogenéticamente de B. pulchella miembro de la familia Hylidae [63], los reperes anatémicos
eran evidentes y fdciles de identificar al comparar cortes de los cerebros de ambas especies. Para el caso del APO se utilizd la aparicion
del receso predptico para indicar el comienzo de esta drea. EL APO fue ubicado entre la comisura anterior y el quiasma dptico.

La presencia de somas y fibras de neuronas nonapéptidérgicas es caracteristica del APO y estd conservada tanto en vertebrados y en
particular en anuros [6], [20], [21], [23]), lo que refleja un elemento evolutivo compartido relacionado con la regulacién del comportamiento
social. Los estudios descriptivos de distribucién de neuronas inmunoreactivas para AVT en cerebros de anuros son escasos [18], [19], [20],
[21]. A diferencia de lo que ocurre en peces teledsteos, en anuros la distribucion de somas neuronales parece ser mds extensa abarcando el
APO y otras regiones como el nicleo accumbens y la amigdala, nicleo supraquiasmadtico, nicleo del trigémino, nicleo estria terminal,
hipotdlamo dorsal y ventral [30]. En el APO, tanto en cortes rostrales como caudales, se inmunoidentificaron neuronas AVT+. En B. pulchella,
la distribucion de las neuronas AVTérgicas y el tamano de estas remeda la existencia de tres tipos de poblaciones neuronales que se
describen en otros vertebrados, en particular en peces teledsteos, que son: parvocélulas, magnocélulas y gigantocélulas [17]. Por otra parte,
la morfologia de estas neuronas es acorde con lo descripto en otras especies de anuros. En Xenopus laevis se describen células AVT+ a
nivel rostral del APO, estas fueron descritas como células pequefas ubicadas dorsolateralmente al receso dptico [20]. En Rana temporaria,
Rana esculenta y Bufo bufo, se reporta una predominancia de células AVT+ en el drea ventral del APO [64]. En la especie en estudio las
fibras AVT+ presentan un patrén caracteristico de “cuentas de rosario” tipico de nonapéptidos hipotaldmicos descriptos en anuros y otros
vertebrados [20], [21] [46].

Capitulo II

4-Poner a punto el protocolo conductual farmacoldgico para inyecciones de AVT en

machos de B. pulchella.

Resultado logrado

El protocolo conductual farmacolégico para inyecciones de AVT, antagonista y salino en machos de B. pulchella en contexto natural, quedd
exitosamente optimizado. De forma randomizada se le adjudicé a cada macho el grupo experimental. Los datos fueron colectados y
grabados de forma ciega por parte del experimentador.
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El protocolo consistid en realizar registros de vocalizaciones de machos, pre-inyeccidn con micréfono unidireccional por 5 minutos y luego
registros post-inyeccién con micréfono conectado a grabadora durante 90 minutos. El protocolo se ajusté teniendo en cuenta la calidad de
los registros acusticos. El setup de registro se logré que fuera de fdcil y dgil implementacion en el campo.

Realizamos la puesta a punto para el procesamiento de datos automatico que fue validado manualmente y que permitié generar un cédigo
publicable para procesar el gran volumen de datos.

5-Describir el efecto del AVT sobre la emisidn del canto de machos de B. pulchella.

Resultado logrado

En el primer afo de proyecto realizamos ensayos farmacoldgicos en dos grupos experimentales: animales tratados (AVT) versus animales
control (solucidn salina). En estos ensayos, no encontramos entre los grupos experimentales, diferencias significativas en la probabilidad de
cantar ni en la dindmica temporal de la emisién de notas registradas o en pardmetros espectrales.

6-Cuantificar el efecto de AVT sobre la emisién del canto de macho de B. pulchella.

Resultado logrado

En el segundo afio agregamos un grupo experimental con antagonista de AVT (MC), en este caso los animales tratados con antagonista tienen
menor probabilidad de cantar que los que reciben AVT (P<0.001). También los animales tratados con MC tienen menor probabilidad de cantar
que los que reciben solucién salina (P<0.001). Sin embargo, no se observa una diferencia significativa en la probabilidad de cantar entre
animales tratadas con AVT y aquellas tratadas con solucién salina (P=0.08).

Sumado a esto, comenzamos el andlisis de pardmetros espectrales y encontramos que los animales tratados con MC tienden a reducir la
frecuencia dominante en comparacion con aquellos tratados con AVT (p=0.06). Al final del Gltimo afo realizamos mds experimentos para
aumentar el nimero de animales en todos los grupos experimentales y actualmente estamos procesando los datos haciendo énfasis en el
andlisis de la variabilidad de emision de las notas y en los pardmetros espectrales de las mismas.

Discusion

En nuestro trabajo encontramos que los machos de B. pulchella tratados con antagonista de AVT (MC) aumentan la probabilidad de cantar
respecto a los que reciben AVT o salino. Ademds, en los machos tratados con MC encontramos una tendencia a disminuir la frecuencia
dominante respecto a los que recibieron AVT y a los que recibieron solucién salina.

EL AVT ha sido estudiado como modulador de la emisidon de vocalizaciones en la conducta reproductiva en varias especies de anuros ([17],
[29]), logrando el incremento de la frecuencia de emisién del canto o la produccién de distintos tipos de vocalizaciones, lo que sugiere que el
AVT puede estar involucrado en el aumento de la motivacién para cantar luego de recibir el tratamiento ([30]-[36]). También estos trabajos
evidencian cambios en las propiedades espectrales del registro de canto en algunas especies de anuros ([30]-[36]). Contrario a lo que se
reporta en la literatura, no encontramos efecto de la administracién exdégena del AVT sobre la probabilidad cantar, y tampoco sobre los
pardmetros temporales y espectrales de vocalizaciones. A pesar de que la ausencia de efecto del AVT podria explicarse por la dosis
empleada [30], en este trabajo se usé una dosis previamente reportada en la literatura que tiene en cuenta el peso y tamaiio del animal
([301-[36]). En anuros, hasta donde conocemos, se ha reportado que el antagonista de AVT tiene efecto en el comportamiento reproductivo en
hembras [65], pero no se ha reportado su efecto sobre el comportamiento vocal ni sobre pardmetros espectrales de las vocalizaciones.
Nuestro trabajo es el primero en mostrar un efecto del antagonista de AVT sobre el comportamiento vocal, disminuyendo la probabilidad de
cantar. Ademds, nuestros datos preliminares muestran que hay una tendencia del antagonista de AVT a disminuir la frecuencia dominante
respecto a los machos tratados con AVT y salino. Como se ha documentado en anuros, la frecuencia dominante puede incrementarse o
reducirse en algunas especies en relacién con el tamaio corporal, el contexto aclstico y la cercania de un conespecifico activo vocalmente,
como mecanismo para minimizar interferencias y diferenciarse actsticamente [28]. En nuestro caso, la modulacién del antagonista de AVT
podria estar vinculada a la competencia intrasexual, ya que esta frecuencia es un pardmetro espectral que la hembra considera para la
seleccion del macho durante el cortejo [28]. Por lo que la modulacidn de esta frecuencia puede, en dltima instancia, afectar la toma de
decisién de la hembra.

Nuestros hallazgos indican que el sistema AVTérgico participa en la emisidn y modulacién espectral de vocalizaciones contribuyendo al
conocimiento sobre el rol de los nonapéptidos hipotaldmicos en la regulaciéon de conductas reproductivas y su impacto en el comportamiento
vocal de anuros en su contexto natural.

Conclusiones y recomendaciones

Las principales conclusiones para el capitulo I:

1) Por primera vez en la especie identificamos las siguientes dreas de la RCCS: el drea predptica (APO), la amigdala medial, el hipotdlamo
anterior y ventromedial, y el septum lateral. EL APO, se localiza entre la comisura anterior y el quiasma 6ptico, abarca una extensién de
aproximadamente 800 um en el eje rostro-caudal.

2) Por primera vez en la especie inmunoidentificamos la presencia de neuronas AVTérgicas en el APO de machos vocalizadores de B.
pulchella. En el APO encontramos somas con caracteristicas que remedan a tres tipos celulares de acuerdo con el tamano y distribucion,
parvocélulas, magnocélulas y gigantocélulas.

Las principales conclusiones para el capitulo II:

1)El antagonista de AVT tiene efecto sobre el comportamiento vocal de machos de B. pulchella en contexto natural, produciendo una menor
probabilidad de cantar respecto a los grupos tratados con AVT y salino.

2)EL antagonista de AVT muestra una tendencia a reducir la frecuencia basal de machos B. pulchella respecto a los que reciben AVT y
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salino.
En suma, confirmamos la hipétesis planteada: el AVT se encuentra presente en neuronas de la RCCS, en particular el APO y modula la
conducta reproductiva, teniendo un efecto sobre la emision del canto en machos del anuro autdctono Boana pulchella.

Perspectivas

En relaciéon con el capitulo I, continuaremos el procesamiento de muestras para completar el proceso de cuantificacion relativo al nimero y
tipo de neuronas AVTérgicas presentes en el APO. Nos interesa extender este estudio de descripcidn y cuantificacién a otras dreas de la
RCCS y RSM en machos de la especie.

Respecto al capitulo II, actualmente estamos profundizando en el procesamiento y andlisis de datos farmacoldgicos en los grupos
experimentales, con especial enfoque en dos aspectos: primero, evaluar el efecto de los tratamientos sobre la variabilidad de la emision del
canto, tomando como referencia los pardmetros previamente descritos por nuestro laboratorio; segundo, realizar un andlisis detallado de
las propiedades espectrales, incluyendo la frecuencia dominante, maxima y minima, asi como la distribucidn de energia espectral, entre
otros.

A largo plazo, nos interesa caracterizar los aspectos neuroanatémicos de los circuitos del canto en machos de la especie. Ademds,
buscamos explorar la presencia de receptores AVTérgicos en regiones de la RCSS, con especial atencién a los nlcleos y dreas cerebrales
que integran los circuitos del canto.

Contribuciones

Formacién de recursos humanos

Estudiante de grado_Mikaela Cuparo: Validacién manual de registros acusticos pasivos de Boana pulchella. Pasantia de investigacion,
Licenciatura en Ciencias Bioldgicas, Facultad de Ciencias, Universidad de la Republica, Uruguay. 2023

Estudiante de grado_ Clara Nieto Methol: Estudio de las bases neuroanatémicas del comportamiento social en un anuro autéctono, Boana
pulchella. Informe, Licenciatura en Biologia Humana, Facultad de Ciencias, Universidad de la Republica, Uruguay, 2025. Clara fue contratada
como técnica en el proyecto trabajando en la realizacién de experimentos neuroanatémicos y farmacolégicos. Esto le posibilité poder
realizar su tesina de grado y obtener el titulo de Licenciada en Biologia Humana de la Facultad de Ciencias, Universidad de la Republica.
2025

Estudiante de posgrado _Clara Nieto Methol. Durante el desarrollo del proyecto Clara realizé experimentos neuroanatémicos y
farmacoldégicos que le permitieron recabar datos para sus estudios de maestria en Ciencias Bioldgicas del PEDECIBA, Facultad de Ciencias,
Universidad de la Republica. Ingreso al programa en 2025.

Publicaciones y comunicaciones a congresos nacionales, regionales e internacionales

-Estudio de las bases neuroanatémicas del comportamiento social en un anuro autéctono, Boana pulchella. Tesis de grado. Nieto Methol, C.
Facultad de Ciencias, Universidad de la Republica, Uruguay. 2025 Disponible en https://hdl.handle.net/20.500.12008/48327

- Effects of vasotocin on the vocal behavior of the South American tree frog Boana pulchella. Nieto Methol C., Zornik E., Hoke K., Pouso P.
Manuscrito en preparacion

-Exploracién de las bases nonapeptidérgicas del comportamiento reproductivo en un anuro sudamericano. Presentacién en formato pdster.
Nieto, C., Pouso P. IV Reunidn de Biologia del Comportamiento del Cono Sur, Argentina, 2023.

-Bases nonapeptidérgicas del comportamiento reproductivo: estudio neuroanatémico. Presentacion oral. Nieto, C. Jornadas anuales de la
Unidad Académica de Histologia y Embriologia, Uruguay, 2023.

-Calling activity modulations in a south American treefrog: from physical factors to hypothalamic nonapeptides. Pouso P, Rodriguez-Santiago,
M, Russi, E, Zornik, E, Hoke, K. Society for Behavioral Endocrinology Meeting, Francia, 2023.

-Caracterizacién neuroanatémica de dreas cerebrales vinculadas con el comportamiento reproductivo en un anuro autdctono. Presentacion
en formato péster. Nieto C, Pouso P. XX Jornadas de la Sociedad de Neurociencias del Uruguay, 2024.

-Implications of nonapeptides in the calling behavior of a South American treefrog. Presentacién en formato péster. Pouso P, Cabana, A.,
Nieto, C., Zornik E, Hoke K. International congress of neuroethology, Alemania, 2024.

-Los anuros como animales de experimentacion no convencionales: el caso de una rana arbérea sudamericana. Presentacién oral por
invitacion. Pouso P. Simposio de expertos, XXVI Jornadas Anuales de la Sociedad Argentina de Biologia, Argentina, 2024.

-Hypothalamic nonapeptides in the social behavior of electric fish and frogs. Pouso, P. Presentacion oral por invitacién. Ciclos seminarios
internacionales, Institut of neuroscience, Paris-Saclay, Paris, Francia, 2024.

Actividades de divulgacién cientifica

-Una visita al mundo anfibio: ranas y el cerebro. Recorrido por el laboratorio con interaccidn directa con investigadora. Dia Mujer y Nina en
la Ciencia, Laboratorio Paula Pouso, Unidad Académica de Histologia y Embriologia, Facultad de Medicina, Universidad de la Republica,
Uruguay, 2023

-Qué nos dicen las ranas sobre el cerebro y el canto? Neurobiologia del comportamiento reproductivo. Stand interactivo. Medicina Investiga,
Feria de Ciencias, Facultad de Medicina, Universidad de la Republica, Uruguay. 2023 2024

-Canto, cerebro y ranas. Neurobiologia del comportamiento reproductivo. Semana del Cerebro, Espacio Modelo, Sociedad de Neurociencias
del Uruguay, 2023
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-Una visita al mundo anfibio I: el canto en las ranas. Actividad de taller realizada en Escuela rural numero 73, Zanja del Tigre, Maldonado,
Uruguay

-Una visita al mundo anfibio II: el canto y el cerebro de las ranas. Actividad de taller realizada en Escuela rural nimero 73, Zanja del Tigre,
Maldonado, Uruguay

-Una visita al mundo II: Exhibicién del cortometraje, La vida toda en un charco, Actividad en Escuela Rural nidmero 73, Zanja del Tigre,
Maldonado, Uruguay

Materiales audiovisuales creados para divulgacién cientifica:

-"La vida toda en un charco”, cortometraje de divulgacidn cientifica: que narra el trabajo de investigacién que realizamos en el laboratorio
Bases Neurales de la Comunicacién Acustica en la Unidad Académica de Histologia y Embriologia de la Facultad de Medicina, Universidad
de la Republica. Este corto fue financiado por este proyecto y la Universidad de la Republica. Realizador: Mateo de Ledén Mac Key.

El cortometraje fue exhibido tanto en la Escuela Rural nimero 73, Zanja del Tigre, asi como a vecinos del campo. El dia 9 de mayo de 2025
fue presentado en la Sala Paulina Luisi de Biblioteca, Facultad de Medicina, Universidad de la Republica, y luego se realizé un
conversatorio moderado por la periodista cientifica Alexandra Perrone, en el que participaron, Mateo de Ledn Mac Key y Paula Pouso.
Cortometraje disponible en:

https://www.youtube.com/watch?v=Fri7g71CA-4

Promocién y Desarrollo profesional

Uno de los mayores impactos del proyecto fue la creacion del Laboratorio Bases Neurales del Comunicacién Acustica, en la Unidad
Académica de Histologia y Embriologia, Faculta de Medicina, Universidad de la Republica. Permitiendo adquirir el equipamiento tecnolégico
bdsico y fungibles para el trabajo de laboratorio y de campo. Por otra parte, se genero las plataformas de comunicacién del laboratorio en
redes sociales (@labpouso), canal de youtube (Lab Pouso) y web del laboratorio (https://sites.google.com/view/lab-pouso/).
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Productos derivados del proyecto

Tipo de producto

Titulo

Autores

Identificadores URI en repositorio de Silo

Estado

Articulo cientifico

Videograbacion

Otro

Otro

Otro

Otro

Effects of
vasotocin on the
vocal behavior of
the South
American tree
frog Boana
pulchella

La vida toda en un
charco

Exploracion de las
bases
nonapeptidérgicas
del
comportamiento
reproductivo en
un anuro
sudamericano.

Bases
nonapeptidérgicas
del
comportamiento
reproductivo:
estudio
neuroanatémico

Calling activity
modulations in a
south American
treefrog: from
physical factors to
hypothalamic
nonapeptides

Caracterizacion
neuroanatémica
de dreas
cerebrales
vinculadas con el
comportamiento
reproductivo en
un anuro
autéctono

Nieto
Methol C.,
Zornik E.,
Hoke K.,
Pouso P.

Mateo de
Ledn Mac
Key

Clara
Nieto
Methol,
Paula
Pouso

Clara
Nieto
Methol,
Paula
Pouso

Pouso P,
Rodriguez-
Santiago,
M, Russi,
E, Zornik,
E, Hoke, K.

Nieto C,
Pouso P.

https://www.youtube.com/watch?
v=Fri7g71CA-4

Poster IV Reunidn de Biologia del https://hdl.handle.net/20.500.12008/50527
Comportamiento del Cono Sur,

Argentina, 2023.

Presentacion oral. Jornadas
anuales de la Unidad Académica
de Histologia y Embriologida,
Uruguay, 2023.

Poster. Society for Behavioral https://hdl.handle.net/20.500.12008/50517
Endocrinology Meeting, Francia,

2023.

Pdster. Jornadas de la Sociedad  https://hdl.handle.net/20.500.12008/50518
de Neurociencias del Uruguay,

2024.

En
proceso

Finalizado

Finalizado

Finalizado

Finalizado

Finalizado
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Identificadores Estado
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Tesis de

grado/monografias
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Implications of Pouso P,
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Nieto, C.,
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Nieto, C.,
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autéctono, Boana
pulchella

Nieto C,
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reproductiva de
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Cabana, A.,

Péster. International congress of  https://hdl.handle.net/20.500.12008/50530 Finalizado

neuroethology, Alemania, 2024.
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Simposio de expertos, XXVI

Jornadas Anuales de la Sociedad

Argentina de Biologia, Argentinag,
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Ciclos seminarios

internacionales, Institut of
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Paris, Francia, 2024.

https://hdl.handle.net/20.500.12008/48327 Finalizado
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