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Abreviaturas

5-HT: 5-hidroxitriptamina o serotonina
5-HT6: Receptor 6 de serotonina

ACIII: adenilato ciclasa Il

BSA: Albumina de suero bovino

CRA: Con recuperacion antigénica

CTRL-: Control negativo

DAB: Diaminobenzidina

DAG: Donkey anti goat

DAR: Donkey anti rabbit

DAM: Donkey anti mouse

GPCRs: G-protein coupled receptors: Receptores acoplados a proteinas G
i.c.v: intracerebroventricular

IF: Inmunofluorescencia

IHQ: Inmunohistoquimica

i.p.: Intraperitoneal

KO: knock out

LCR: Liquido cefalorraquideo

LepR: Receptor de leptina

MAPK: Proteina kinasa activada por mitégeno
MCH: Hormona concentradora de melanina
MCHR-1: Receptor 1 de la hormona concentradora de melanina
MCH-ROD: MCH conjugada con rodamina
NDR: Nucleo dorsal del rafe

NDS: Suero normal de burro

NEI: Neuropéptido E-I

NGE: Neuropéptido G-E

PBS: Buffer fosfato salino

PFA: Paraformaldehido

PTX: Toxina pertussis

RA: Recuperacion antigénica

SNC: Sistema nervioso central

SRA: Sin recuperacion antigénica

Sstr3: Receptor 3 de somatostatina

wt: Wild type



Resumen

La hormona concentradora de melanina (MCH) es un neuropéptido hipotalamico que induce la
ingesta, modula el ciclo suefio-vigilia y participa en la regulacién de los estados de dnimo. En
roedores se une a su receptor metabotrdpico, el receptor de la hormona concentradora de
melanina (MCHR-1), el cual es capaz de internalizarse. En trabajos previos, mediante la técnica
de hibridacidn in situ se detecté en cortes de tejido, la presencia del ARNm del MCHR-1 en
hipocampo, subiculum, amigdala, nicleo accumbens, tdlamo, nucleo arcuato, nucleo pontino y
nucleo dorsal del rafe (NDR), entre otros. Estas regiones también reciben una densa inervaciéon
de fibras MCHérgicas. La gran mayoria de los estudios sobre los efectos intracelulares
producidos por la MCH se han realizado en sistemas heterélogos con sobre-expresién del MCHR-

1.

Sin embargo, aun no ha sido evidenciada la presencia endégena del MCHR-1 en el SNC de la rata,
ni sobre qué fenotipos neuronales se expresa. El objetivo del presente trabajo fue poner en
evidencia la presencia del MCHR-1 mediante técnicas de inmunohistoquimica (IHQ) e
inmunofluorescencia (IF) en el SNC de la rata, y determinar el fenotipo neuronal que presenta

el receptor particularmente en el NDR.

Se verificd la presencia del MCHR-1 en el NDR, hipocampo, hipotdlamo y corteza cerebral. Su
localizacién a nivel celular fue en las cilias primarias, ya que por IHQ se obtuvo una marca similar
del MCHR-1 a la marca observada de tubulina acetilada, un marcador especifico de las mismas.
Ademas por IF se observé la colocalizacion del MCHR-1 con el marcador ciliar adenilato ciclasa
Il (ACIII). En el NDR, el MCHR-1 estaba presente en algunas neuronas serotoninérgicas y
GABAérgicas. Esto sugiere que estas neuronas son MCH-receptivas y apoya resultados previos
sobre la participacion de la MCH como modulador sobre los sistemas de neurotransmision
serotoninérgico y GABAérgico. Ademas también se observaron marcas positivas para el MCHR-

1 a nivel de los vasos sanguineos cerebrales, lo cual no habia sido reportado.

La conexidn anatdmica entre el sistema MCHérgico y los dos sistemas de neurotransmisores
clasicos anteriormente nombrados sientan bases para la conexidn ya reportada a nivel funcional,
que habia sido puesta en evidencia al observar comportamientos pro-depresivos e inducir el

suefio REM al microinyectar MCH en el NDR.



Introduccion

1. Generalidades de la hormona concentradora de melanina (MCH)
La MCH es un péptido ciclico de 17 aminodcidos que fue aislado por primera vez de la hipdfisis

de salmén (Kawauchi et al. 1983). Su nombre deriva de la funcidon que cumple como hormona
en los peces teledsteos, donde controla la pigmentacion de la piel de acuerdo al color de su
entorno o como respuesta al estrés. El control de la pigmentacién se da por la agregacion de los
granulos de melanina en las células especializadas denominadas melandéforos, lo que da como

resultado un aclaramiento en el color de la piel del pez (Saito & Nagasaki 2008).

Posteriormente se identificd la presencia de la MCH en el cerebro de mamiferos, estando
formada por 19 aminodacidos en la rata (Vaughan et al. 1989).

La sintesis de la MCH se produce a partir de un precursor de 165 aminodcidos denominado
prepro-MCH, que cuando es clivado en un sitio aminoacidico dibasico del extremo C terminal da
lugar a otros dos neuropéptidos (ademas de la MCH), el neuropéptido E-I (NEI) y el neuropéptido
G-E (NGE). El NEI se encuentra conjuntamente con la MCH en las neuronas hipotaldamicas,
mientras que del NGE aln se desconoce si se libera como péptido funcional o no (Sanchez et al.

1997).

En mamiferos, la MCH vya no funciona como una hormona, sino como un
neurotransmisor/neuromodulador y se sintetiza principalmente en neuronas del area
hipotalamica lateral y la zona incerta, las cuales envian sus proyecciones a través de todo el
cerebro (Sanchez et al. 1997; Bittencourt et al. 1992). Especificamente las proyecciones de las
neuronas MCHérgicas llegan al tdlamo, varias regiones del hipotdlamo, al nucleo dorsal del rafe
(NDR), corteza cerebral, amigdala y nucleos motores, entre otros nucleos (Bittencourt et al.

1992; McGregor et al. 2005; Torterolo et al. 2009°).

También en mamiferos, la MCH esta implicada en diversas funciones que van desde la regulacién
de la ingesta de alimento y la homeostasis energética, hasta su participacidn en el control del
ciclo sueno-vigilia y la regulacion de estados de animo (Bernardis & Bellinger 1996; Torterolo et
al. 2011). Los efectos de la MCH comienzan cuando ésta entra en contacto con el MCHR-1,

ademads también fue identificado un segundo receptor, el MCHR-2.

Estos dos receptores son del tipo metabotrépicos, acoplados a proteina G (GPCR, de su sigla en
inglés: G protein-coupled receptors), los cuales median sus funciones a través de la activacién de
sistemas de segundos mensajeros (Tan et al. 2002; Saito & Nagasaki 2008). Ambos se expresan

en el cerebro humano y otros tejidos, sin embargo, el MCHR-2 en especies no humanas es un



pseudogen o un receptor sin funcionalidad (excepto carnivoros y monos) (Tan et al. 2002).
Debido a que el MCHR-1 es el Unico receptor funcional y presente en roedores, es el que mas se
ha estudiado con respecto a su activacidn por la MCH en el SNC, debido a la importancia de su
participacién en las diversas funciones que cumple la MCH. El MCHR-1 es un GPCR acoplado a
mas de un tipo de proteina G, y la activacién de cada una de estas dispara la activacidon de
distintas vias de segundos mensajeros, cuyos mecanismos se detallaran mas adelante.

En roedores, la MCH tiene un rol inhibitorio a nivel presindptico y postsinaptico ya que es capaz
de inhibir la actividad sindptica de neuronas hipotalamicas glutamatérgicas y GABAérgicas (Gao
& van Den Pol 2001). vias de proteinas G (Gi, Go, Gq) lo saque porque se vuelve a explicar en

importancia del receptor

El rol de la MCH en la regulacidon de la ingesta de alimento se comprobé al inyectar MCH en los
ventriculos laterales de ratas, lo que provocd el aumento en la ingesta de alimento. Dicho efecto
fue anulado utilizando antagonistas del MCHR-1 (Borowsky et al. 2002).

Ademas, en ratones knock out (KO) para MCH se observa un incremento en la tasa metabdlica
e hipofagia, con la consecuente disminucién de peso y cantidad de grasa corporal (Shimada et
al. 1998). Por otro lado, los ratones transgénicos que sobre-expresan la MCH son obesos y
presentan resistencia a la insulina (Ludwig et al. 2001). Todas estas evidencias sugieren la

importancia del complejo MCH-MCHR-1 en la regulacién de la ingesta de alimento.

Como ya se menciond, la MCH también estd implicada en la regulacién del ciclo suefio-vigilia;
las neuronas MCHérgicas de roedores se activan durante el suefio, especificamente en la etapa
de suefio REM. Esto se comprob¢ al inyectar MCH por via intracerebroventricular (i.c.v.), ya que
el suefio REM aumentd como también lo hizo el suefio lento (Verret et al. 2003). Al utilizar
antagonistas del MCHR-1 se observaron los efectos contrarios, una disminucion del suefio REM

(Ahnaou et al. 2008).

2. Importancia del receptor MCHR-1
El MCHR-1 en un principio se lo denomind SLC-1 y fue descubierto como un receptor huérfano,

posteriormente se asocié que su ligando enddégeno era la MCH y se lo denominé MCHR-1 (Saito
et al. 2001?).

El receptor esta formado por 360 aminoacidos en la rata y algunos de ellos son criticos para su
correcto funcionamiento. Contiene 7 dominios transmembrana, siendo que la cola C terminal es
intracelular y la amino terminal es extracelular.

Una regién importante para la correcta funcionalidad del MCHR-1 es la comprendida entre sus
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residuos aminoacidicos Phe3® y Arg3?!, regién que es la responsable de la transduccién de

sefiales intracelulares. Mutaciones en los residuos Arg3°, Arg3?® producen una reduccién
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significativa del flujo de calcio, una de las evidencias experimentales que se han utilizado como
reportero de la activacién del MCHR-1 por la MCH in vitro. Si ademas se agrega una mutacion

321 disminuye la expresion del receptor en la superficie celular (Tetsuka et al.

en el residuo Arg
2004).

Existe una interaccidn del tipo acido- base que permite la formacién del complejo péptido-
receptor, la cual involucra el residuo Arg!! de la MCH y el residuo Asp?* del MCHR-1 (Macdonald
et al. 2000).

Ademas, existen proteinas de unién al MCHR-1, como por ejemplo la periplakina (descripta en

ratdn) y neurocondrina (descripta en humano), las cuales interactian con la cola C-terminal del

MCHR-1 reduciendo la capacidad de iniciar la movilizacién de Ca?* (Murdoch et al. 2005; Francke

253 256

et al. 2006). Por otro lado, los residuos Arg ubicados en el extremo distal del tercer

y Arg
loop citoplasmatico del receptor, son estructuralmente importantes para la interaccién
funcional con RGS8, una GTPasa activadora de proteinas para subunidades Ga (una de las
proteinas G a las cuales estd acoplada el receptor) (Miyamoto-Matsubara et al. 2008).

El MCHR-1 también presenta modificaciones post-traduccionales como las glicosilaciones, mas
precisamente, el dominio N-terminal del MCHR-1 en rata incluye tres N-glicosilaciones, en los

sitios: Asn??, Asn'* y Asn?, siendo que cada uno de estos sitios se encuentra conservado en

Xenopus, ratdon y humano (Lakaye et al. 1998).

En roedores, el MCHR-1, asi como la gran mayoria de los GPCRs, luego de ser activado por su
ligando, es capaz de internalizarse. La internalizacion de los receptores es un proceso que regula
la capacidad de respuesta de las células y contribuye a la disminucién de la respuesta frente al
tratamiento con un agonista, fendmeno que se denomina desensibilizacién del receptor (Saito
et al. 2004).

En la gran mayoria de los GPCRs, el proceso de internalizacidon se da mediante la fosforilacion de
residuos de serina o treonina en el tercer loop de la cola C-terminal por kinasas asociadas a las
proteinas G (Ferguson 2001). Este proceso de fosforilacion aumenta la afinidad del receptor por
proteinas denominadas arrestinas, las cuales funcionan como blanco para que el receptor sea
secuestrado en vesiculas recubiertas por clatrina; en este proceso también intervienen
dinaminas (Luttrell & Lefkowitz 2002). Con respecto a la internalizacién del MCHR-1, se
demostré en sistemas in vitro que es rapida y depende de la via conformada por proteina kinasa
C, B arrestina-2 y dinamina | (Saito et al. 2004). Esto se comprobd en la linea celular HEK-293T,
donde las células fueron transfectadas con ADNc del gen de MCHR-1 wild type (wt) (secuencia

génica de la rata) y también con ADNc de mutantes del MCHR-1 (Saito et al. 2004).



Por hibridacién in situ en cortes de tejido, se detectd la presencia del ARNm del MCHR-1 en
hipocampo, subiculum, amigdala, nidcleo accumbens, tadlamo, nucleo arcuato, nucleo pontino y
NDR, entre otros (Saito et al. 2001°). Estas regiones también reciben una densa inervacién de
fibras MCHérgicas provenientes del hipotalamo (Bittencourt et al. 1992). Es importante destacar
qgue la gran mayoria de los estudios sobre los efectos intracelulares producidos por la MCH
(detallados mas adelante) se han realizado en sistemas heterdlogos con sobre-expresién del
MCHR-1 (células HEK-293 y CHO).

Por otra parte, las células SK-MEL-37, derivadas de epitelio, transfectadas con el MCHR-1
respondieron a la MCH con una inhibicién de produccién de AMPc y activacidon de proteina
kinasa activada por mitégeno (MAPK). Al pretratar estas células con toxina pertussis (PTX) se
produce el bloqueo de las proteinas Gai/Ga,, por lo que se revierte la inhibicion de la produccion

del AMPcy también la activacion de la MAPK. Esto indica que las proteinas Gai/Ga, participarian

en los mecanismos de MCH Receptor Activation
transduccién celular l l l
mediados por este receptor PTX
. . —2y
(Saito et al. 20012), similara lo
que observaron Gao y van '7l l
PKC depletion

den Pol (Ver figura 1). Bisindol.

& [Ca2+)i PLC [~e—U73122
El MCHR-1 también fue Adenylyl I PLCy ,/_

.. cyclase

detectado  en  tejidos |inhibition l <«—| pAG| | 1P Production|

periféricos  incluido  ojo, IP Production l
lengua y musculo esquelético ,,l MAP Kinase [Ca2+);

(de  baja a moderada

[Ca2+];

expresion) (Bittencourt et al. . ) o
Figura 1| Modelo de las vias de sefializacion intracelular acopladas

1992). a la activacion del MCHR-1 en células CHO-MCHR. Tomada de
Hawes et.al 2000.

Como se ha expuesto, la informacidn existente sobre la relacién MCH-MCHR-1 se ha obtenido
en base a experimentos in vitro y en sistemas heterélogos no neuronales de sobre-expresion del
receptor (Chambers et al. 1999; Lembo et al. 1999; Saito et al. 1999).

Los estudios en este tipo de sistemas evidenciaron tres caracteristicas sobre la funcionalidad de
la MCH a nivel celular. En primer lugar, una de las proteinas a la cual se encuentra acoplada el
receptor es la Gaq/i3, cuya activacidon desencadena la via de la fosfolipasa C, la que tiene como
efecto el incremento de calcio intracelular. Un segundo hallazgo reportado para células no

neuronales como fueron los ovocitos de Xenopus, implica la co-expresiéon del MCHR-1 y de los



canales GIRK de potasio, estos ultimos son canales de tipo rectificador interno de proteina Gy
pueden ser activados por la MCH (Saito et al. 2000). La tercera caracteristica también se observa
en células no neuronales, es que cuando la MCH al activa la proteina G;, se desencadena la via
de forskoliny se induce una reduccidn en los niveles de AMPc intracelular (Chambers et al. 1999;
Saito et al. 1999). Sin embargo, en las neuronas presentes en sistemas enddgenos, en el SNC de
la rata (en cultivo y en rodajas de cerebro de hipotidlamo), la MCH disminuye la amplitud de
corrientes de calcio activadas por voltaje en la mayoria de estas células (Gao & van den Pol

2002).

Ademas, en un estudio in vivo, de resonancia magnética en ratones, se encontré que la MCH
controla positivamente la frecuencia de batimiento de los cilios de las células ependimarias
presentes en el sector ventral del tercer ventriculo, mientras que la pérdida del MCHR-1 (ratones

KO) provoca un aumento del tamafio ventricular (Conductier et al. 2013).

La informacion obtenida hasta ahora sobre el MCHR-1, tanto de su estructura como
funcionalidad, ha sido obtenida a partir de ensayos in vitro. Los modelos in vitro brindan una
gran ventaja, ya que mediante el uso de herramientas genéticas como la sobreexpresién de
moléculas o la generacién de animales KO es posible la comprension de variados mecanismos.
Sin embargo, es dificil saber si estos mecanismos ocurren de la misma manera en modelos in

vivo o en sistemas enddgenos.

3. Cilias primarias y el MCHR-1
Las cilias primarias son apéndices inmoviles y extracelulares

que estan presentes en la mayoria de los tipos celulares de pciagdh
L) s Cilia membrane
los vertebrados donde cumplen funciones sensoriales y de 1 T,
Aali 1A H s . , 9+2
sefializacion (Berbari et al. 2008). Estos apéndices estan e
/] *
. . . . ?
presentes en distintos sistemas sensoriales, ya que se WY _ Axoneme
9+0

encuentran en los fotorreceptores de la retina y en neuronas

olfatorias. También estan presentes en las células epiteliales

Transition fibers —__

del rifidn, donde el movimiento del liquido tubular produce A

la flexién de las cilias primarias. Este movimiento de flexién

- Basal body

_- Cell membrane

Current Biology

produce la apertura de un canal idnico, lo cual conlleva a un Figura 2| Estructura de la cilia primaria.

incremento de calcio intracelular (Praetorius & Spring 2001;

Ademas de observarse los componentes se
muestran secciones transversales de una cilia

Nauli et al. 2003). movil (seccidn circular superior) y de una cilia

primaria (seccién circular inferior).
Berbari et.al 2009.
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La estructura de dicho organelo consiste en una columna formada por microtibulos
(denominada axonema) rodeada por una membrana especializada que es continua con la
membrana plasmatica (Ver figura 2). El axonema se extiende desde el cuerpo basal, una
estructura derivada del centriolo madre (el mas antiguo de los dos centriolos), que puede formar
el cilio de dos maneras diferentes. Puede formarse a partir del crecimiento del centriolo madre
dentro de una vesicula proveniente del aparato de Golgi (luego se fusiona con la membrana
celulary continua creciendo hacia el espacio extracelular), o el centriolo madre por si solo puede
migrar y anclarse en la membrana celular y crecer hacia el espacio extracelular (Sorokin 1962;
Pedersen & Rosenbaum 2008).

Se ha reportado que gran parte de las neuronas de los roedores poseen cilias primarias (Berbari
et al. 2008®). En ratones, la ciliogénesis comienza en una etapa fetal avanzada, luego de que

ocurre la migracién de las células precursoras neuronales (Arellano et al. 2012).

Estos apéndices contienen proteinas que forman una maquinaria especializada en el transporte
intraflagelar. Si las proteinas que forman esta maquinaria sufren mutaciones se verd
comprometido no solo el correcto ensamblaje de esta estructura, sino que ademas se pueden
desarrollar variadas ciliopatias (Lee & Gleeson 2010). Las ciliopatias son un conjunto de
desérdenes causados por modificaciones en la estructura y funcién de las cilias (Davis & Katsanis
2012). Mutaciones en mas de 100 genes ciliares distintos pueden llevar al desarrollo de estas
enfermedades, que en algunos casos presentan fenotipos comunes (Pan et al. 2005).

Las diversas funciones que pueden cumplir estos organelos dependen en gran parte de las
proteinas que se encuentran en sus membranas, mas especificamente, las que forman los
receptores transmembrana y canales que participan en vias de sefializaciéon (Nagata et al. 2012).
Se ha determinado que distintos GPCRs, como el receptor 3 de somatostatina (Sstr3) (Handel et
al. 1999), el receptor 6 de serotonina, 5-HT6 (Hamon et al. 1999; Brailov et al. 2000) y el receptor
de leptina (LepR) (Baly et al. 2007) poseen una localizacién determinada en las cilias primarias

neuronales.

Asi también, en secciones de cerebro de ratén que incluian a los tubérculos olfatorios,
hipotdlamo, hipocampo y nucleo accumbens se observd la colocalizacion del MCHR-1 y un
marcador para las cilias primarias, lo que indica que este receptor también se encuentra
presente en dicho organelo (Berbari et al. 2008P). El efecto inmediato ante la remocién de las
cilias primarias en neuronas del hipotalamo de un ratén adulto es la hiperfagia (alimentacion
compulsiva), lo cual conlleva a la obesidad, lo que puede llevar al desarrollo de la enfermedad
denominada diabetes tipo Il (Davenport et al. 2007). En ratones que poseen mutaciones en los

genes BBs2 y BBs4 (genes implicados en la condicidon de obesidad denominada sindrome de
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Bardet-Biedl) los receptores Sst3r y MCHR-1 pierden su localizacién ciliar en las neuronas

(Berbari et al. 2008°).

El grupo de Berbari continud con el estudio de la caracterizacién y la importancia de los
componentes ciliares. En el 2011 constaté junto a su grupo de trabajo, que los niveles de
tubulina soluble pueden estar implicados en la regulacidon de la longitud de las cilias primarias
(en diversos tipos celulares). Utilizando farmacos como el nocodazol y taxol (los cuales afectan
la polimerizacion de los microtibulos) sobre cultivos celulares de células renales, observaron
cambios en la longitud de la cilias y en los niveles de tubulina soluble. Por lo tanto,
modificaciones en componentes del citoesqueleto afectan a las cilias, pero modificaciones en
las cilias también afectan a la red formada por actina y miosina, ya que al mutar dos genes
ciliares como el Ift88 y Kif3a se incrementan las modificaciones postraduccionales a nivel de los
microtubulos. (Sharma et al. 2011; Berbari et al. 2014).

Uno de los dos genes ciliares ya mencionados, el I1ft88 se elimind selectivamente (utilizando el
método de la recombinasa CRE) en ratones, afectando el transporte intraflagelar en neuronas.
Por lo que modificaciones en la cilias primarias de la corteza y el hipocampo se acompanaron de
déficits en el aprendizaje aversivo, la memoria y en el reconocimiento de objetos nuevos
(evaluado con el laberinto acuatico de Morris). Otro factor vinculado al transporte intraflagelar
se estudio en fibroblastos en cultivo, particularmente la localizacion del factor Traf3ipl. Este, al
igual que el factor producido a partir del ift88, formarian parte del complejo de transporte
intraflagelar. (Berbari et al. 2014; Berbari et al. 2011)

Nuevamente Berbari y su grupo, utilizando el método de recombinacion CRE, produjeron un
método de visualizacién de las cilias primarias con GFP en distintos tejidos de ratén (cerebro,
ojo, rifidn) in vivo y ex vivo (O’Connor et al. 2013). Este ultimo, parece ser uno de los Unicos
trabajos donde se visualizan las cilias primarias o alguno de sus componentes en un sistema
enddgeno, ya que como lo hemos mencionado la mayoria de los avances obtenidos sobre la
estructura de estos apéndices se ha realizado en cultivos celulares. Sin embargo aun resta por

saber la implicancia funcional de estos apéndices tan particulares.

Antecedentes del grupo: MCH, suefo y estados depresivos

En el afio 2003 surgieron las primeras evidencias experimentales que sugerian que la MCH
estaria involucrada en la regulacién del suefio (Torterolo et al. 2003). Utilizando el gato como
animal experimental se demostré que las neuronas MCHérgicas proyectan a la zona ejecutiva

para la generacidn del suefio, el nicleo pontis oralis (NPO). La microinyeccidn de MCH en el NPO

12



indujo una disminucidn significativa de la latencia del suefio REM, y un aumento del tiempo en
el que el animal pasa en este estado comportamental (Torterolo et al. 2009). Por otra parte, en
rata, la microinyeccion de MCH en el NDR (donde también llegan proyecciones MCHérgicas,
como se dijo anteriormente) produjo un incremento en el suefio lento, en el suefio REM vy

también un incremento en el nimero de episodios REM (Lagos et al. 2009).

Como ya se menciond, el NDR estd densamente inervado por fibras MCHérgicas. Células
denominadas tanicitos, ubicadas bordeando el IV ventriculo cercano al NDR del gato,
presentaron inmunorreactividad positiva para la MCH. (Torterolo et al. 2008). Los tanicitos son
capaces de absorber sustancias del liquido cefalorraquideo (LCR) y las transportan hacia el
parénquima (Lagos et al. 2011). También se detectd la presencia de MCH en el LCR de ratas,
ovejas y humanos, que en conjunto con las evidencias previamente descritas, permiten sugerir
gue el sistema MCHérgico estaria implicado en la regulacion de la actividad de los nucleos del
rafe mesopontinos a través de una via neurohumoral, ademas de la neural directa por via de la

inervaciéon MCHérgica (Ungerfeld et al. 2011; Dias Abdo Agamme et al. 2015; Noble et al. 2018).

El NDR contiene la gran mayoria de las neuronas serotoninérgicas del cerebro y posee una alta
densidad del ARNm para el MCHR-1 (Saito et al. 2001°). Ademas de la conexién anatémica que
existe entre el sistema serotoninérgico y el sistema MCHérgico, también existe una conexion
funcional. La MCH es capaz de inhibir a la mayoria de las neuronas serotoninérgicas del NDR y
del nlcleo mediano del rafe, ya que la aplicacién de bajas concentraciones de MCH en el NDR
disminuye los niveles extracelulares de serotonina en esta misma regién (Urbanavicius et al.
2016). Ademas, microinyecciones de MCH en bajas dosis en el NDR producen un estado pro-
depresivo, lo que fue confirmado mediante un test comportamental especifico para evaluar
efectos pro y anti-depresivos de drogas (Lagos et al. 2011). Estos indicios sugieren posibles
tratamientos para la depresion y ansiedad focalizdndose en el antagonismo de los MCHR-1 como
blanco de modificaciones (Borowsky et al. 2002; Torterolo et al. 20092). En otro trabajo, donde
se microinyectd la MCH conjugada con rodamina (MCH-ROD) en el ventriculo lateral, se observd
que el conjugado se internalizé en neuronas del NDR serotoninérgicas y no serotoninérgicas, en
ratas y gatos (Devera et al. 2015). Estos datos sugieren fuertemente que estas neuronas estarian
expresando receptores MCHérgicos, probablemente el MCHR-1 que es el Unico funcional en
ratas. En segundo lugar, se demostrd en ratas que la microinyeccion de MCH en el ventriculo
lateral produce una disminucién significativa en la frecuencia de disparo en el 59% de las
neuronas registradas en el NDR. Algunas de las neuronas afectadas por MCH eran
probablemente serotoninérgicas en funcién de sus propiedades electrofisioldgicas vy

farmacoldgicas (Devera et al. 2015).
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Considerando las evidencias expuestas, y a pesar de los grandes avances que se han realizado
en el estudio de los efectos de la MCH y el MCHR-1, queda al descubierto la falta de evidencia
de la presencia enddgena del MCHR-1 en el SNC de la rata y en particular en el NDR, nucleo de
nuestro particular interés. Por otra parte también se desconoce sobre qué fenotipos neuronales
se expresa, y si, como fue evidenciado con otros preparados biolédgicos, se expresa en la cilias

primarias o no de dichas células.
Hipotesis

En base a las evidencias previas presentadas, nuestra hipdtesis es que el MCHR-1 se encontrard
en los sitios donde se observa una gran densidad de fibras MCHérgicas, en particular en el NDR.
Ademas, a nivel celular, es posible que se encuentre a nivel de las cilias primarias e
hipotetizamos que debido a la interaccién funcional entre el sistema MCHérgico vy
serotoninérgico, el MCHR-1 se encontrard presente en neuronas serotoninérgicas del NDR,

aunque no descartamos su presencia en otros fenotipos neuronales.

Objetivo general

Evidenciar la presencia del MCHR-1 mediante técnicas de IHQ e IF en el SNC de la rata, con

especial énfasis en el NDR.

Objetivo especifico 1: Evidenciar la presencia del MCHR-1 en el SNC,
particularmente en el NDR.

Objetivo especifico 2: Determinar el fenotipo neuroquimico de las neuronas
del NDR que presentan el receptor.

Metodologia

1. Animales
Todos los procedimientos fueron realizados de acuerdo a las normas éticas establecidas y

aprobadas por el Comité de Etica en el Uso de Animales de la Facultad de Medicina (en el
protocolo N2 070153-000515-13) y de acuerdo con la Ley Nacional de Experimentacidon Animal
N2 18.611. Se tomaron las medidas necesarias para minimizar el estrés de los animales y utilizar
el nimero minimo necesario para obtener resultados confiables y reproducibles.

En este trabajo se utilizaron 8 ratas albinas macho adultas de la cepa Wistar de entre 250-300

gr nacidas en la Unidad de Reactivos y Biomodelos de Experimentacion (URBE) de la Facultad de
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Medicina. Los animales se encontraron bajo condiciones controladas de temperatura (22t 29C)

y con un ciclo luz-oscuridad es de 12/12 hs y con agua y comida ad libitum.

2. Obtencidn y procesamiento del tejido
Los animales fueron anestesiados con uretano (dosis 1.2 mg/Kg) administrado por via

intraperitoneal (i.p.). Luego fueron perfundidos por via intracardiaca con NaCl 0,9% (0.225 M) e
inmediatamente con el fijador paraformaldehido (PFA) (1.332 M) 4% (flujo de perfusion 25
ml/min). Los cerebros fueron disecados y fijados por inmersion en PFA 4% por 24 hrs a 429C.
Después de la fijacidon y previo a ser congelados, fueron crioprotegidos en una solucién de
sacarosa al 30 % por 48 hrs a 42C.

Los cerebros fueron incluidos en un medio dptimo para tejido congelado (Tissue-Plus, Fisher
HealthCare) y congelados en hielo seco. Los bloques se mantuvieron a -80°C hasta ser cortados.
Se utilizé un criéstato (Leica, Alemania, mantenido a -22°C) para obtener cortes coronales de
30um de espesor, representativos de distintas regiones del SNC. Los cortes fueron almacenados
en criotubos con la solucién anticongelante denominada Solucién de Olmos, a -20°C hasta ser
utilizados en los ensayos (ver figura 3). En la figura 3, se observa un esquema obtenido del atlas
de Paxinos y Watson (2005) de un corte coronal de cerebro donde se encuentra marcado el NDR,
una de las regiones estudiadas (cortes obtenidos entre las coordenadas -7.3 a -8.0 mm a partir
de Bregma). Los cortes de hipocampo que se utilizaron se encontraron entre -2.30 a -5.30 mm

de Bregma y los de estriado estaban entre -1.80 a 1.70 mm de Bregma.
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Figura 3| Esquema de los pasos seguidos para el procesamiento del tejido previo al ensayado de las secciones por IHQ o IF. En
el dltimo cuadro se observa una imagen tomada del atlas Paxinos y Watson donde se sefiala el NDR, una regién del SNC de
gran interés para este trabajo.

3. Obtencidn y Procesamiento de imagenes
Las fotomicrografias se obtuvieron utilizando un microscopio de epifluorescencia (Olympus

BX61-FV300) o un microscopio de escaneo laser confocal (Leica).
Las distintas secciones obtenidas con Microscopia confocal (stacks) se tomaron de un espesor

de entre 0.5 - 1.55 um y se tomaron entre 8-14 secciones por corte.

15



Las imagenes se procesaron con Photoshop (Adobe Systems, EE. UU.) Para ajustar el contraste

y el brillo, y realizar las figuras se utilizé el software Adobe lllustrator.

4. Ensayos de Inmunohistoquimica
Se puede encontrar en el anexo la tabla 2 que contiene los anticuerpos tanto primarios como

secundarios utilizados con sus respectivas concentraciones y compaiiias.

4.1. Protocolo para deteccion del MCHR-1
Para todos los ensayos de IHQ, los cortes conteniendo la corteza cerebral, estriado, hipotalamo,

hipocampo y NDR fueron ensayados en libre flotacion.

El ensayo se realizd en dos grupos de cortes que sufrieron distinto tratamiento previo al
procedimiento estandar a ser descrito a continuacién: condicién 1: sin tratamiento previo y
condicidén 2: tratamiento denominado recuperacién antigénica (RA), que consistido en la
incubacién en un buffer de citrato de sodio (concentracion: 10nM, pH=6,3) por 20 minutos a
80°C, con el objetivo de exponer sitios antigénicos que normalmente se encuentran
enmascarados por la fijacion del tejido.

El primer paso del procedimiento estdandar de immunodeteccidn propiamente dicho, implico
lavar los cortes (3 sesiones de 15 minutos cada una) con buffer fosfato salino 0,1 M (PBS). El PBS
estd compuesto por NaCl, KCI, Na;HPO,4 y KH,PO4. Seguidamente fueron incubados (por 30
minutos) con una solucién de perdxido de hidrégeno al 1% en PBS para bloquear las peroxidasas
enddgenas. Las secciones se volvieron a lavar con PBS de la misma manera que el primer lavado
del ensayo. Luego se realizé el bloqueo de sitios inespecificos con una solucién de suero normal
de burro (NDS) al 3% diluido en PBS, por 60 minutos. Luego se incubd a los cortes con el
anticuerpo primario diluido en una solucién de PBS y tritén al 0,3% y NDS al 1,5%. El anticuerpo
primario anti-MCHR-1 (dilucién 1:1000 y hecho en cabra) se incubd por 24 hrs a temperatura
ambiente en agitacion constante. Luego los cortes se volvieron a lavar en PBS durante 3,5,7,7 y
10 minutos. Posteriormente, se incubd el anticuerpo secundario biotinilado anti-cabra diluido
en PBSy tritdon al 0,3% y NDS al 1,5% por 90 minutos. Después los tejidos se lavaron nuevamente
con PBS-T durante 3,5,7,7 y 10 minutos. Los 60 minutos siguientes los cortes se incubaron con
el complejo-avidina-biotina con peroxidasa de rabano (kit ABC, 1:300 Vector Laboratories)
diluido en PBS. Previo al revelado, los cortes se volvieron a lavar en PBS (3,5,7,7 y 10 minutos).
El revelado se realizé con diaminobenzidina (DAB) y perdxido de hidrégeno, incluidos en el Kit
DAB (Vector Labs) (por 10 minutos). La reaccién fue finalizada colocando los cortes en H,0O
destilada y previo al montaje de los cortes en las [dminas se los lavé con PBS. Luego se los montd

en laminas y se deshidrataron. La deshidratacion consiste en sumergir las laminas por 3 minutos
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en agua destilada. Luego se sumergen en alcohol 95% 2 veces por 3 minutos cada uno, y se
realiza lo mismo con alcohol 100%. Enseguida se sumergen en xilol por 3 minutos, y nuevamente
en otra solucién de xilol por 5 minutos mas. Por dltimo se los cubrié con cubreobjetos en medio

de montaje Histomount (National diagnostics).

Todos los lavados, bloqueos y la incubacidn con los anticuerpos fueron realizados en agitacién
constante en agitador orbital, a menos que se indique lo contrario.

En todos los casos se realizaron controles de la especificidad de la inmunomarcacion (controles
negativos) omitiendo la incubacién con los anticuerpos primarios correspondientes (a menos
que se indique lo contrario). Ademas se le denomina “controles positivos” a los tejidos

ensayados para obtener las distintas marcas de interés.

4.2. Protocolo para la tincion de granulos de Nissl con pironina y tionina
Sobre las laminas en las cuales se montaron los tejidos ya ensayados por IHQ para la deteccién

de MCHR-1, se realizaron tinciones de pironina y tionina (colorantes clasicos que marcan los
granulos de Nissl presentes en las neuronas) con el objetivo de poner en evidencia si la marca
positiva para el receptor estaba presente en células neuronales.

Para la tincion de tionina, se lavaron los tejidos con agua destilada 2 veces por 2 minutos, luego
se realiza la inmersidn en la soluciéon de tionina por 30 minutos. Después de sumergirlos en la
solucidn de tionina se vuelven a lavar los tejidos con agua destilada (2 veces por 2 minutos c/u)
y se produce la deshidratacion del tejido (como se explicé anteriormente). Por Gltimo los cortes
se montan con Histomount.

Para la tincidn de pironina se lavaron los tejidos con agua destilada 3 veces por 1 minuto, luego
se realiza la inmersion en la solucién de pironina (1%) por 7 minutos. Los cortes se vuelven a
lavar con agua destilada en las mismas condiciones que la vez anterior. Se realiza la fijacion de
la pironina con una sumergida en formol acético y los cortes se lavan inmediatamente en agua
destilada. Luego se sumergen en alcohol 95% 2 veces por 2 minutos cada uno, y se realiza lo
mismo con alcohol 100%. Finalmente se sumergen en xilol por 5 minutos, y nuevamente en el

mismo por 2 minutos. Los cortes se montaron con Histomount.

Debido a que los resultados obtenidos utilizando este protocolo fueron negativos (se detallard
en seccion resultados), se decidié probar el efecto de la RA sobre ambas tinciones (en cortes
separados). Se comparo el efecto realizando ambas tinciones a cortes sin RA (en ninguno de los

dos casos los cortes sufrieron ensayos del tipo IHQ previamente).
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4.3. Protocolo para deteccion del marcador neuronal NeuN
Con el objetivo de evidenciar la presencia del receptor en elementos neuronales, también se

realizd la doble inmunomarcacién con el marcador neuronal NeuN y MCHR-1, con el
procedimiento de IHQ estandar, pero secuencial. En primer lugar se realizaron los lavados y
bloqueos correspondientes (Descriptos en el protocolo anterior) y se incubaron los tejidos con
el anticuerpo primario anti-NeuN (hecho en ratdn), durante toda la noche, a temperatura
constante y en agitacién constante. Posteriormente se incubd con el anticuerpo secundario,
donkey anti-mouse (DAM, biotinilado y se reveld con DAB y niquel (esta combinacién produce
un precipitado mas oscuro que se diferencia del color obtenido del revelado solamente con
DAB). Luego de revelado el NeuN, se realizd sobre los mismos cortes la deteccion del MCHR-1,

con el procedimiento ya descrito anteriormente, el cual fue revelado con DAB.

4.4. Protocolo para la deteccidon de marcadores de las cilias primarias
Para la deteccién por IHQ de dos de las proteinas utilizadas ampliamente en la bibliografia como

marcadores ciliares (Ledizet et al. 1987; Arellano et al. 2012 ; Li et al. 2013; Berbari et al. 20087;
Berbari et al. 2008°) se llevé a cabo el protocolo estandar utilizado para la deteccién del MCHR-
1. En una primera instancia, se realizaron los ensayos por separado. Para la deteccién del
marcador ciliar tubulina acetilada, se utilizé un anticuerpo primario (producido en ratén) anti-
tubulina acetilada en dos concentraciones: 1:500 y 1:1000. Este se incubd por 24 hrs a
temperatura ambiente en agitaciéon constante. Se incubd posteriormente con un anticuerpo
secundario DAM biotinilado. Para la deteccién de la proteina adenilato ciclasa Ill (AC-II) se utilizé
un anticuerpo primario (realizado en conejo) anti-AC-lll en dos concentraciones: 1:500 y 1:1000.
Este también se incubd por 24 hrs a temperatura ambiente y en agitacién constante. Luego se
incubd con el anticuerpo secundario realizado en burro contra anticuerpos realizados en conejo
(donkey anti-rabbit, DAR) biotinilado. El revelado de ambos marcadores se realiz6 con DAB. La
reaccion fue finalizada con H,0 destilada y previo al montaje de los cortes en las [dminas se los
lavé con PBS. Luego de montarlos y deshidratarlos se los cubridé con cubreobjetos en medio de

montaje Histomount.

4.5, Protocolo para deteccion de neuronas 5-HT + MCHR-1
Para estudiar la presencia del MCHR-1 en neuronas serotoninérgicas, se realizd la doble

inmunomarcacion de los marcadores 5-HT (5-hidroxitriptamina o serotonina) y MCHR-1,
mediante el procedimiento de IHQ estandar. En primer lugar se realizaron los lavados y bloqueos
correspondientes (Descriptos en el protocolo basico para la deteccién del MCHR-1) y se

incubaron los tejidos secuencialmente con los anticuerpos primarios correspondientes. En
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primer lugar se incubd con los anticuerpos anti-5HT (producidos en conejo) por 48 hrs, estatico
por la noche (a 4°C) y en agitacidon (a temperatura ambiente) durante el dia. Luego de incubar
con el DAR biotinilado y de revelar con DAB la 5-HT, se realizé el tratamiento de RA a los tejidos.
Posteriormente se incubaron los tejidos con el anticuerpo primario anti-MCHR-1 por 24 hrs a
temperatura ambiente y en agitacidn constante. Al dia siguiente se incubd el DAG biotinilado, el

revelado del MCHR-1 se realiz6 con DAB y niquel.

5. Ensayos de Inmunofluorescencia

Se puede encontrar en el anexo la tabla 3 que contiene los anticuerpos utilizados
con sus respectivas concentraciones y compaiiias.

5.1. Protocolos para la detecciéon del MCHR-1

5.1.1. Protocolo 1 para la deteccion de MCHR-1: tres condiciones de
incubacion del anticuerpo primario

Para todos los ensayos de IF los cortes fueron ensayados en libre flotacion.

Para la deteccion del MCHR-1 por IF, el primer protocolo que se puso a prueba implicé 3
condiciones diferentes de incubacidn del anticuerpo primario, por lo que se utilizaron tres
conjuntos de cortes de tejidos.

En todas las condiciones se pre-tratd a los tejidos por RAy se los incubd con el mismo anticuerpo
primario utilizado para el procedimiento de deteccién del MCHR-1 por IHQ (en PBS-T 0,3 % y
NDS 1,5 %, para las tres condiciones). Previo a la incubacién del anticuerpo primario y luego de
la RA, los tejidos se lavaron en PBS (en tres sesiones de 10 minutos cada una). Luego de los
lavados se realizé un bloqueo con una solucién de Borhidruro de sodio 0,5% diluido en PBS (se
produce el bloqueo de radicales libres), por 25 minutos. Se lavaron los tejidos nuevamente con
PBS 0,1 M en igual numero de sesiones y tiempo, que el lavado descripto anteriormente. Se
realizd otro bloqueo de los sitios inespecificos, utilizando glicina (50mM, pH=4 inactiva los
grupos aldehidos libres) y albiumina de suero bovino (BSA) 0,1 % diluidos en PBS 0,1 M por 60
minutos. Previamente a ser bloqueados con NDS 1,5% en PBS por una hora, los tejidos fueron
nuevamente lavados con PBS.

En la condicidn 1, los tejidos fueron incubados con el anti-MCHR-1 durante 24 hrs a temperatura
ambiente y en agitacion constante.

En la_condicién 2, el anticuerpo primario fue incubado por 48 hrs a 4° C y de forma estatica

(heladera).
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En la condicién 3, el anticuerpo primario fue incubado por 48 hrs a 4° C en agitacidn constante
(cdmara fria).

Luego de finalizada la incubacion del anticuerpo primario, los cortes se lavaron en PBS-T en cinco
sesiones de 3,5,7,7 y 10 minutos. Enseguida se los incubd con el anticuerpo secundario DAG
conjugado al fluoréforo alexa fluo (AF) 488 (concentrado 1:1000, lo que se repite para todas las
condiciones) diluido en PBS-T 0,3 % y NDS 1,5 %. Previo al montaje en las [aminas, los cortes se

volvieron a lavar en PBS-T en cinco sesiones de 3,5,7,7 y 10 minutos.

Debido a los resultados obtenidos en el protocolo mencionado anteriormente para la deteccion
del MCHR-1 por IF, se realizé una prueba para estudiar la incidencia de la RA sobre la
autofluorescencia del tejido. Para dicho procedimiento, un grupo de tejidos se tratd por RA'y
otro grupo de tejidos no sufrié ningun tratamiento. Ambos grupos fueron observados al

microscopio y se analizaron ambas condiciones.

5.1.2. Protocolo 2 para la deteccion del MCHR-1: inclusion de la azida de
sodio
Otro protocolo utilizado para la deteccién del MCHR-1 fue el que incluyé azida de sodio en todas

las soluciones utilizadas a lo largo del ensayo, ademds de modificarse la concentracion del
anticuerpo primario. Este protocolo se basé en el de Conductier et al. (2013). La azida de sodio
es una sustancia que en este caso se utiliza por su accion de impedir la internalizacién del
complejo antigeno-receptor, cuando el antigeno se encuentra en la membrana (Yale Flow
Cytometry, 2018)

Los tejidos no sufrieron ningun pretratamiento como la RA y se comenzd directamente con los
lavados (3 de 10 minutos cada uno) en una solucion con NDS al 2%, azida de sodio al 0,02 % vy
10 mg de BSA, todo estos diluidos en PBS (solucién A). Luego se incubd los tejidos en Tritdn al
0,2% diluido en la solucién A, lo que forma la solucion B, por 60 minutos (para permeabilizar).
Seguido a esto se incubd el anticuerpo primario, anti-MCHR-1 (mds concentrado que el ensayo
anterior) diluido en la solucidn B, por 24 hrs en agitacion constante y a 4°C.

Al dia siguiente se realizaron lavados de 3,5,7,7 y 10 minutos en la solucién A. Luego de los
lavados se incubd el anticuerpo secundario DAG conjugado al fluoréforo AF488, diluido en la
solucidn B, por 60 minutos a temperatura ambiente. Previo al montaje los cortes se volvieron a

lavar en la solucién A.

Se realizé una variante del ensayo anterior, llevando a cabo los pasos del mismo exactamente

de la misma manera que el protocolo anterior, excepto la incubacién del anticuerpo secundario.
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El DAG- AF488 esta vez fue incubado en dos concentraciones mas diluidas que la del ensayo

anterior.

5.1.3. Protocolo 3 para la deteccion de MCHR-1: amplificacion de la seiial
Para dicho protocolo se vuelven a ensayar dos grupos de tejidos, un grupo sometido a RA y otro

que no es pretratado. Se realiza un procedimiento de IF indirecta, en el cual se sustituye el
anticuerpo secundario conjugado con un fluoréforo por la incubacién de un anticuerpo
secundario biotinilado (DAG) y luego se incubd con streptavidina conjugada a un fluoréforo (en
este caso el fluordforo es 555). La dilucion de la misma se realizé en PBS y se dejé incubando por
2 hrs y media a temperatura ambiente. Luego, los cortes se lavaron en PBS (3 sesiones de 15
minutos ¢/u) y se montaron con Vectashield (con DAPI). La streptavidina permite la formacion
de un complejo con la biotina del anticuerpo secundario biotinilado, lo que permite una
amplificacidn de la sefial emitida. Esta técnica permite aumentar la sensibilidad de un protocolo
basico de IF y llevarlo a un nivel de sensibilidad similar al de los ensayos de IHQ que son revelados

con el kit ABC.

5.1.3.1. Protocolo 3.1 para la deteccion de MCHR-1: evaluacion de los

controles negativos.
El primer control negativo de los ensayos, fue el ya realizado para todos los protocolos descritos

hasta ahora, con omisién del anticuerpo primario, y con la incubacién del anticuerpo secundario
y de la streptavidina conjugada a fluoréforo. El segundo control se realizd incubando el
anticuerpo primario, se omitid el anticuerpo secundario y se incubd con streptavidina.
Finalmente en el tercer control negativo, se incubd anticuerpo primario y secundario pero se

omitié la streptavidina.

5.2. Protocolos para la deteccidon del marcador neuronal NeuN

5.2.1. Protocolo 1 para la deteccion de NeuN y MCHR-1
Para la deteccion de dos antigenos en paralelo, el marcador neuronal NeuN y los receptores

MCHR-1 utilizamos como protocolo base el protocolo 3 (item 5.1.3) para la deteccién del MCHR-
1. Se pretrat6 a los tejidos por RA y la incubacion de los anticuerpos primarios fue secuencial,
en primer lugar se incubd con el anticuerpo anti-NeuN por 48 hrs a 4°Cy en agitacion constante.
A las 24 hrs de incubacién del anti-NeuN se incubd con el anticuerpo anti-MCHR-1, en su
concentracién habitual. En el dia tres se hizo el revelado de ambos antigenos con DAM AF488

(para el anti-NeuN) y el DAG biotinilado y la streptavidina 555 (para el anti-MCHR-1).
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5.2.2. Protocolo 2 para la deteccion de NeuN y MCHR-1
Para la deteccidn de estos dos antigenos, NeuN y MCHR-1 se utilizé el protocolo 1 de deteccién

del MCHR-1 (item 5.1.1) como base para la deteccion del marcador NeuN por IF. En este caso,
luego de los lavados y bloqueos que ya fueron detallados anteriormente en este protocolo, se
incubé con el anticuerpo primario anti-NeuN (mas diluido que el ensayo anterior) por 24 hrs a
4°C. Al dia siguiente, se realizé el revelado con el anticuerpo secundario, DAM AF488 vy
posteriormente se realizé la RA en los tejidos y se inicid el protocolo 3 para la deteccién del

MCHR-1 por IF, ya mencionado en el item 5.1.3 (la incubacidn fue por 24 hrs a 4 °C).

5.3. Protocolos para la deteccion de marcadores ciliares

5.3.1. Protocolo para la deteccion de tubulina acetilada
Para poder realizar la doble inmunodeteccidon de dos antigenos, y lograr la colocalizacién, en

este caso el MCHR-1 y la tubulina acetilada se tomé como protocolo base el protocolo 3 para la
deteccion del MCHR-1 (amplificacion de sefial, item 5.1.3).

En este caso, la incubacion de los anticuerpos primarios fue realizada en forma simultanea. El
anticuerpo anti-tubulina acetilada fue incubado en la concentracién de 1:500 y el secundario

que lo reconocid fue el DAM 488 (concentrado 1:1000).

Una variante del ensayo anterior que también fue realizada, fue la modificacién del tiempo de
incubacién del anticuerpo primario anti-tubulina acetilada, el cual fue 48 hrs a temperatura
ambiente. Ademas se probd una concentracion mas diluida del anticuerpo primario y para el
revelado se utiliz6 DAM biotinilado, concentrado 1:600) y streptavidina conjugada a un

fluoréforo (AF488, 2,5 hrs).

5.3.2. Protocolo para la deteccion de ARL13B y ACIII
Para este protocolo se utilizaron otras dos proteinas utilizadas como marcadores ciliares:

ARL13B y AC-lll (que habia sido utilizado ya para la deteccion de las cilias primarias por IHQ).

Tomando como base el protocolo 3 de deteccién del MCHR-1 (item 5.1.3), ambos anticuerpos
primarios se probaron en dos concentraciones y en cortes separados. La incubacion de los
anticuerpos primarios fue por 48 hrs a 4°C estatico por la noche. El anticuerpo primario (hecho
en cabra) anti-ARL13B se incubd en las concentraciones 1:500 y 1:2000, mientras que el

anticuerpo primario (hecho en conejo) anti-AClll se incubd en las concentraciones, 1:500 y
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1:1000. Luego se incubaron los anticuerpos secundarios biotinilados DAG y DAR para realizar

nuevamente una amplificacidn de seiial, por lo que se reveld con streptavidina-AF555.

5.4. Protocolo para la deteccion concomitante del MCHR-1 y AC-llI
Se realizd el pretratamiento en los tejidos por RA y se llevd a cabo el protocolo 3 para la

deteccion del MCHR-1 (item 5.1.3). El revelado del antigeno se llevd a cabo con la streptavidina
conjugada a FIT-C, puesta a punto anteriormente. Luego del revelado se incubd el anticuerpo
primario anti-AClIl por 48 hrs a 4°C estatico (y en agitacidn por el dia). Por ultimo se incubaron
los tejidos con DAR biotinilado y se hizo el revelado con streptavidina conjugada a AF555.

Una variante del ensayo anterior, fue la modificacion del revelado del MCHR-1, el cual se hizo

con la streptavidina conjugada a AF488.

5.5. Protocolos para la deteccion del fenotipo serotoninérgico

5.5.1. Protocolo 1 para la deteccién de neuronas serotoninérgicas y el MCHR-
1
Para poder realizar la doble inmunodeteccién de los antigenos, en este caso el MCHR-1 y la

serotonina se tomd como protocolo base el protocolo 3 para la deteccién del MCHR-1
(amplificacion de sefial) (item 5.1.3).

Se realizé la incubacion simultanea de ambos anticuerpos primarios ya utilizados, el anti-MCHR-
1y el anti- 5HT (realizado en conejo, concentracién 1:500 y 1:1000), por 24 hrs, a temperatura
ambiente y en agitacién constante. Al dia siguiente se incubaron los anticuerpos secundarios
correspondientes, DAG biotinilado para luego revelarlo con streptavidina AF555 y detectar el

MCHR-1 y DAR-AF488 para detectar las neuronas 5-HT.

5.5.2. Protocolo 2 para la deteccion de neuronas serotoninérgicas y el MCHR-
1

Esta vez para realizar la doble inmunomarcacién se incubaron los anticuerpos primarios en
forma secuencial. Siguiendo el protocolo 1 basico de IF (item 5.1.1), se incubd en primer lugar
el anticuerpo primario anti-5HT (de distinto huésped, este fue realizado en cabra,
concentraciones utilizadas: 1:250 y 1:500) por 48 hrs estatico a 4°C. Este fue revelado con DAG
conjugado a AF488. Luego se realizd la RA a los tejidos y se realizd el protocolo 3 para la

deteccion del MCHR-1 (item 5.1.3).
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5.5.3. Protocolo 3 para la deteccién de neuronas serotoninérgicas y el MCHR-
1
Utilizando como base el protocolo 2 pero utilizando el anticuerpo primario anti-5HT hecho en

conejo (concentrado 1:500). Luego de revelar el anti-5HT con DAR AF488 se realizé la RA a los
tejidos y se ensayo el protocolo 3 para la deteccion del MCHR-1 (item 5.1.3). En el momento de
incubacién del MCHR-1, se volvid a re incubar con el anti-5HT (concentrado 1:250) y se hizo el

revelado simultaneo de ambos antigenos.

5.6. Protocolo para la deteccion de neuronas GABAérgicas y MCHR-1
Se realizé el ensayo sobre dos grupos de tejidos, el grupo 1 fueron cortes sin ninglin tratamiento

previo, mientras que el grupo 2 fueron cortes de ratas pre-tratadas con inyecciones de colchicina
en el ventriculo lateral (cedidos gentilmente por la Dra. Jessika Urbanavicius del 1IBCE). La
colchicina es un inhibidor del transporte anterégrado, que actia desestabilizando los
microtubulos del citoesqueleto celular y permite la acumulacidn de sustancias en el soma, por
ejemplo permite concentrar la enzima de sintesis del aminoacido GABA, la GAD-67 y asi facilitar
la deteccidn de las neuronas con este fenotipo neuroquimico.

Para la deteccidn de las neuronas GABAérgicas se utilizé como base el protocolo 1 de IF (item
5.1.1), se incubd el anti-GAD67 (realizado en ratdn) por 48 hrs a 4°C y en agitacidén constante.
Este se reveld con el DAM conjugado a AF488 . Luego de verificar que existian marcas positivas,
se realizd RA en los tejidos y se incubd el anti-MCHR-1 (en su concentracion ya conocida) y se
re-incubd el anti-GAD 67 por 24 hrs a temperatura ambiente y agitacion constante. Para el
revelado del MCHR-1 se siguid el protocolo base nimero 3, el revelado del GAD-67 se realizé en

las mismas condiciones que la primera incubacion.

Resultados

1. Identificacion del MCHR-1 por inmunohistoquimica

Para la deteccidon del MCHR-1 por IHQ se utilizé el protocolo 1 (ver materiales y métodos, item
4.1). Para este ensayo se utilizaron cortes coronales de cerebro de rata donde estaban
representadas varias estructuras del SNC, como la corteza cerebral, el hipotdlamo y el NDR. Los
cortes se dividieron en dos grupos que representaron dos condiciones: condicidn 1: no sufrieron
ningun tratamiento previo, por lo que se realizé el ensayo tal como fue descripto anteriormente

en los métodos; condicion 2: los cortes se sometieron al tratamiento de RA.
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En la figura 4 se observan imagenes representativas de cortes de corteza cerebral que se
sometieron a la condicion 1. En dicho ensayo no se obtuvieron las marcas positivas esperadas
(como las observadas en los trabajos previos de Berbari y su grupo, por la técnica de IF), sino
gue se observé un suave background amarronado (producto del depésito inespecifico de la DAB)
(ver figura 4A). El tejido utilizado como control negativo no mostré background ni ningun tipo

de marca positiva que se haya podido evidenciar (ver figura 4B).

Figura 4| Fotos representativas de el ensayo de Inmunohistoquimica para detectar el MCHR-1 en cortes coronales de
corteza cerebral (SRA). A- Control positivo a 20x, B-Control negativo (CTRL -) a 20x.

. o s

El grupo de tejidos que fue sometido a la condicidn 2 presentd la reaccidn positiva esperada en
distintas regiones del SNC, como por ejemplo en la corteza cerebral (figura 5A), estriado (5B),
hipotalamo (5C) y NDR (5D). La marca positiva correspondiente al MCHR-1 se observé como una
marca alargada, finay pequena (de aprox. 10 um de largo), que en ocasiones se encontraba mas
bien rectilinea y en otras estaba mas curvada (sefialada con puntas de flecha). Por su tamafio y
disposicion, se podria decir que no se encontré en el soma, sino que estaba presente en un
apéndice celular. También se observé la presencia del receptor a nivel de los vasos sanguineos
(figura 5A, delineado con lineas punteadas), sin embargo en estos casos, la marca observada fue
similar a un “puntilleo”. En los controles negativos (inset en figura 5D) no se observaron marcas
positivas, lo cual nos asegura que la marcacion en los controles positivos fue realmente
especifica. De acuerdo a los resultados obtenidos para ambas condiciones, determinamos como
protocolo valido para la deteccién del MCHR-1 por IHQ la condicién 2, en donde se realizé el
pretratamiento por RA, pues fue con el cual se logré poner en evidencia el receptor de forma

especifica.
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Figura 5| Fotos representativas del ensayo de Inmunohistoquimica para detectar el MCHR-1 en cortes coronales de
distintas regiones del SNC (en tejidos CRA). Las marcas positivas para el MCHR-1 se encuentran sefialadas con las
cabezas de flechas negras. A- Corte de corteza cerebral a 20x, ademds de las marcas positivas para el MCHR-1
ubicadas en un apendice extracelular, también se observan marcas positivas en un vaso sanguineo (delineado con
negro). B- Corte de estriado a 20x. C-Corte de hipotdlamo a 20 x. D-Corte de NDR a 20x, con inset que representa el
control negativo.

2. El MCHR-1 en un contexto celular
Los resultados obtenidos que fueron mostrados en la figura 5, sugieren que el MCHR-1 se

encontraba a nivel de un apéndice celular. Como no se detectd la presencia del receptor a nivel
del soma, se decidid ensayar cortes (previamente habiéndoles realizado una IHQ para la
deteccion del MCHR-1) con tinciones histoldgicas comunes que marcaran los granulos de Nissl.
Estas estructuras estan presentes en el citoplasma del soma de neuronas, y las utilizamos para
evidenciar la presencia del receptor en neuronas y no en otros tipos celulares.

Sobre cortes donde ya se habia realizado una IHQ para la deteccidn del MCHR-1, se dividieron
en dos grupos y se realizaron tinciones con pironina o tionina (colorantes que evidencian los
granulos de Nissl). Sin embargo, ninguna de las dos tinciones funcionaron en los cortes ya
ensayados por IHQ, por lo cual no fue posible contextualizar la marca del MCHR-1 (resultados
no mostrados).

Como ya se menciond, el protocolo de deteccidon del MCHR-1 por IHQ requirié el pretratamiento

de los tejidos por RA. Debido a los resultados negativos con las tinciones de Nissl, se decidié
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probar solamente el efecto de este pretratamiento sobre los tejidos y sobre dichas tinciones. Se
tomaron dos grupos de cortes, al primero se les realizo las tinciones de pironina y tionina (sin
ningun pre-tratamiento ni ensayo previo), y al segundo grupo se les realizé el pre-tratamiento
por RA y luego fueron sometidos a las tinciones ya nombradas. Los resultados obtenidos
muestran que en dos regiones del SNC como el hipocampo y NDR, en los cortes sin ningun pre-
tratamiento, ambas tinciones se fijaron correctamente, observandose las neuronas marcadas
en rosado para pironina y en celeste-azulado para tionina (figura 6, A1,A2,B1,B2).

Sin embargo, sobre cortes con el pretratamiento RA, ambas tinciones se visualizaron de manera

muy ténue tanto en el hipocampo (resultados no mostrados) como en el NDR (figura 6, A3 y B3).

Hipocampo NDR NDR

{ Pironin

Figura 6| Fotos representativas del protocolo de las tinciones de pironina y tionina en cortes CRA y SRA.. A.1- Corte coronal de
Hipocampo, como control positivo de la tincion pironina, SRA. A.2- Corte coronal de NDR, como control positivo de la tincion
pironina, SRA. A.3- Corte coronal de NDR, como control positivo de la tincion pironina, CRA.Fotos tomadas a 40x.

B.1- Corte coronal de Hipocampo,como control positivo de la tincidn tionina, SRA. B.2- Corte coronal de NDR,como control positi-
vo de la tincion tionina, SRA. B.3- Corte coronal de NDR, como control positivo de la tincién tionina, CRA. Fotos tomadas a 40x.
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Debido a que evidenciamos que efectivamente la RA afecto la fijacidn de los colorantes pironina
y tionina en los tejidos, se decidio realizar una IHQ para detectar un marcador neuronal y poder
cumplir el objetivo de contextualizar la localizacién celular del MCHR-1. Para esto llevamos a
cabo una IHQ para la deteccién del marcador neuronal NeuN y a la vez la deteccidon del MCHR-
1 (para esto fue necesario nuevamente pretratar a los tejidos por RA). Para la visualizacién del
marcador NeuN se reveld la reaccidn con DAB y se la intensificod con el agregado de Niquel, para
observar las neuronas (a través del marcador ya nombrado) en un color azul oscuro. Sin
embargo, luego de estos ensayos, obtuvimos la marca azulada correspondiente al NeuN, pero
no se obtuvieron marcas positivas para el MCHR-1 (ver figura 7). En las dos estructuras elegidas
para llevar a cabo el ensayo, nuevamente el hipocampo y el NDR, las marcas del NeuN
delimitaron claramente los somas neuronales, y como ya se menciond, la marca del MCHR-1 no
se observd, pero si se obtuvo un background ligeramente amarronado. Ademas, en los cortes
de NDR, se observé también a nivel del borde del acueducto de Silvio un puntillado (figura 7, A2)

similar al observado en los vasos sanguineos del primer ensayo (ver figura 5A).
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Figura 7| Fotos representativas del protocolo de Inmunohistoquimica para la doble detecciéon del MCHR-1 y NeuN en
cortes coronales de Hipocampo y NDR. A.1- Control positivo de MCHR-1 + NeuN, en un corte de Hipocampo. A.2-
Control positivo de MCHR-1 + NeuN en un corte de NDR. Posee un inset con el control negativo. Las fotos fueron toma-
das a 40x.

3. Localizaciéon sub-celular del MCHR-1 por inmunohistoquimica
En los resultados obtenidos, se observé que el MCHR-1 se localizd en un apéndice celular. Esta

descrita la presencia de apéndices en neuronas denominados cilias primarias, ya mencionadas
anteriormente. También se encuentra reportado que varios GPCRs, incluido el MCHR-1 se
localizan alli.

Teniendo en cuenta lo dicho anteriormente, el siguiente paso del andlisis fue identificar
marcadores ciliares por IHQ con el objetivo de poder realizar una futura co-localizacién con el
MCHR-1 por IF. Se utilizaron dos marcadores ciliares en dos concentraciones distintas, las

proteinas tubulina acetilada y adenilato ciclasa Il (ACIIl). Para ambos marcadores se realizé el
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procedimiento de IHQ estandar (ver métodos), similar al que se utilizd para la deteccién del
receptor.

Para la tubulina acetilada, se obtuvo una reaccién positiva para ambas concentraciones de
anticuerpo primario utilizadas, donde tomamos como regién representativa el NDR por la gran
concentracién del MCHR-1 que ya fue observada (ver figura 8). Nuevamente el control negativo
no presentd reaccién positiva, por lo que nos indicé que la reaccion fue especifica. No se
observaron diferencias de nitidez ni de morfologia entre las marcas obtenidas para ambas
concentraciones. De aqui en mas seleccionamos el protocolo con la concentracion de anticuerpo
primario mas diluida, con el fin de efectivizar el uso de las sustancias.

La morfologia de las marcas fue muy similar a las observadas para el MCHR-1. Las cilias primarias
se observaron de forma muy clara, eran de tamafio pequefio y alargadas, se observaron en el
NDR, y ademas en la corteza cerebral, en el hipotdlamo y el hipocampo, donde estaban en gran

densidad (ver figura 9).

Figura 8| Fotos representativas del ensayo de Inmunohistoquimica para detectar tubulina acetilada en cortes coro-
nales de NDR. Las cabezas de flecha sefialan marcas positivas para la tubulina acetilada. A- Control positivo de tubu-
lina acetilada, donde el anticuerpo primario esta concentrado 1:500. B- Control positivo de tubulina acetilada, donde
el anticuerpo primario estd concentrado 1:1000. Ambas imagenes fueron tomadas a 20x y poseen un inset que corre-
sponde a los controles negativos.

Figura 9|Fotos representativas del ensayo de Inmunohistoquimica para detectar tubulina acetilada en cortes coronales de
distintas regiones del SNC. A- Control positivo de tubulina acetilada en la Corteza cerebral. B- Control positivo de tubulina aceti-
lada en el Hipotdlamo. C- Control positivo de tubulina acetilada en el Hipocampo.Todos los cortes fueron ensayados con la misma
concentracion del anticuerpo primario, 1:1000. Las fotos fueron tomadas con el objetivo de 20x.
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En los cortes ensayados para la deteccidn del otro marcador, ACIll, no se observaron marcas que
delimitaran ningun tipo de estructura conocida, para ninguna de las dos concentraciones
utilizadas del anticuerpo primario. No fueron probadas otras condiciones de ensayo por IHQ con
este marcador. Se observé un intenso background amarronado producto del revelado con DAB

(ver figura 10).

Figura 10| Fotos representativas del ensayo de Inmunohistoquimica para detectar adenylil ciclasa Ill (ACIII) en cortes
coronales de NDR. A-Control positivo de ACIIl, donde el anticuerpo primario estd concentrado 1:500. B- Control
positivo de ACIIl, donde el anticuerpo primario estd concentrado 1:1000. Las fotos fueron tomadas con el objetivo de
20x.

4. Identificacion del MCHR-1 por inmunofluorescencia- Protocolo 1
Debido a que logramos identificar el MCHR-1 por IHQ e identificar las cilias primarias utilizando

uno de los marcadores ciliares por la misma técnica, fue posible comenzar los ensayos de
identificacion del MCHR-1 por IF (con el objetivo de realizar futuros ensayos de colocalizacion).
Para la deteccién del MCHR-1 por IF, se probé en primer lugar, el protocolo 1 de IF basico con 3
condiciones (item 5.1.1). Las 3 condiciones son variantes a nivel de la incubacién del anticuerpo
primario. En la variante 1 se incubd el anti-MCHR1 por 24 hrs a temperatura ambiente y en
agitacion constante (resultados no mostrados). En la variante 2 se incub6 el anti-MCHR-1 por
48 hrs en agitacion constante y a 4 oC. En la variante 3 se incubd el anti-MCHR-1 por 48 hrs

estdticoy a 4 °C.
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Figura 11| Fotos representativas del protocolo 1 de Inmunofluorescencia para la deteccion del MCHR-1 en cortes
coronales de hipotdlamo. A- Control positivo de MCHR-1 para la condicién 2 de incubacién del anticuerpo primario
(48 hrs en agitacion constante a 4°C). B- Control positivo de MCHR-1 para la condicién 3 de incubacién del anticuerpo
primario (48 hrs estatico a 4°C), con inset de control negativo. Las fotografias fueron obtenidas con Microscopia de
Epifluorescencia utilizando el objetivo de 20x.

En ninguna de las tres condiciones de incubacidn se observo la marca esperada (marca similar a
la obtenida en los ensayos de IHQ) y en ninguna de las estructuras presentes en los cortes (como
NDR, tronco encefilico, hipotalamo, hipocampo y corteza). Se eligieron fotos representativas de
hipotalamo de las variantes 2 y 3 donde se observan marcas intensas y nitidas, con una
morfologia similar a eritrocitos. Estas marcas se observaron tanto en los controles positivos
como en los negativos, por lo cual sospechamos que no tiene relacion con el anticuerpo primario

y fue inespecifica (ver figura 11).

5. Verificacion de la autofluorescencia del tejido
En el ensayo anterior, ademas de que la marca no fuera la esperada, también se observaron

marcas en el control negativo, donde no deberia haber ocurrido la reaccion (ya que el anticuerpo
primario no esta presente). Para verificar la especificidad de nuestro ensayo, nos planteamos la
hipdtesis de que las marcas fluorescentes observadas en el tejido eran debidas a
autofluorescencia, y de que la misma se incrementd con el pre-tratamiento (RA) que los tejidos
sufrieron.

Para poner a prueba nuestra hipdtesis, seleccionamos tejidos de dos animales diferentes que se
dividieron en dos grupos. Al primer grupo se lo sometié a RA y al otro no se le realizé ningln
tratamiento. Ambos grupos de cortes fueron observados al microscopio de epifluorescencia sin
realizarles ninguna tincién, esto permitié observar el efecto producido como consecuencia de la
RA. Asi fue que, en los cortes que no sufrieron ningln tratamiento no se observa ningun tipo de

marca fluorescente (ver figura 12 C1 y C2), mientras que los que si fueron sometidos a RA, se
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observa una marca muy similar a la observada en el ensayo anterior. La marca obtenida se
observa tanto con el filtro 555 (Figura 12 Al y A2), como en el filtro 488 (ver figura 12 B1 y B2).
Se puede concluir al comparar ambos tipos de cortes, los tratados y los no tratados, que la RA

acentua la autofluorescencia que el tejido posee intrinsecamente.

>
CRA-488

CRA-488 SRA-488

Figura 12| Fotos representativas de la prueba de autofluorescencia de tejido. A.1-Tejido CRA observado con el filtro rojo (rata 1).
B.1-Tejido CRA observado con el filtro verde (rata 1, mismo corte que en A.1).C.1- Tejido SRA observado con el filtro verde (rata 1).
A.2-Tejido CRA observado con el filtro rojo (rata 2). B.2- Tejido CRA observado con el filtro verde (rata 2, mismo corte que en A.2).
C.1- Tejido SRA observado con el filtro verde (rata 2). Las fotografias fueron obtenidas con Microscopia de Epifluorescencia
utilizando el objetivo de 20x.

6. Identificacion del MCHR-1 por inmunofluorescencia- Protocolo 2
Teniendo en cuenta el resultado obtenido con la prueba de la autofluorescencia y la RA, nos

planteamos el protocolo 2. En dicho protocolo los tejidos no sufrieron ningun tratamiento
previo, pero la modificacidon que introdujimos fue la utilizacién de la azida de sodio (ver métodos,
item 5.1.2) en varias de las etapas del protocolo de IF estandar: lavados, bloqueos e incubaciones
de anticuerpos. Los resultados de dicho ensayo, se muestran en la figura 13. En todas las
estructuras representadas en los cortes elegidos para ensayar, (corteza, coliculos, tronco
encefélico y el NDR) las marcas positivas no delimitaron estructuras. Las imagenes elegidas como
representativas del ensayo corresponden al NDR y en el control positivo se observaron marcas
en forma de puntos que no siguen ningun patrén de distribucion, pero presentaron una gran
intensidad de fluorescencia (ver figura 13 A). Los controles negativos no presentaron marcas,
por lo que pudimos confirmar la especificidad de la reaccién del anticuerpo primario (Ver figura

13 B).
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Figura 13| Fotos representativas del protocolo 2 para detectar el MCHR-1 en cortes coronales de NDR. A- Control
positivo para el MCHR-1 a 40x. B- Control negativo a 20x. Fotografias obtenidas con Microscopia de Epifluorescencia.

En base a la marca que se observo en los resultados del ensayo anterior, nos planteamos una
variante del protocolo 2. En esta variante se decidié probar dos concentraciones mas diluidas
de los anticuerpos secundarios, debido a la intensidad de la marca que presentaban los
resultados del protocolo 2.

Los resultados se observan en la figura 14. En los tejidos incubados con el anticuerpo secundario
conjugado al fluoréforo AF488 y concentrado 1:500, se observé una mayor cantidad de marcas
y una mayor intensidad de las mismas en todas las estructuras representadas: hipotalamo e
hipocampo (no mostrados), NDR (ver figura 14 Al, con inset a mayor aumento), corteza (ver
figura 14 A2, con inset a mayor aumento). En las regiones seleccionadas y fotografiadas, las
marcas observadas tampoco se asemejaron a estructuras conocidas o definidas y son similares
al “puntilleo” fluorescente que ya fue observado en el ensayo 2 (figura 13).

En los tejidos incubados con el anticuerpo secundario conjugado al fluoréforo AF488 y
concentrado 1:1000 se observé el mismo tipo de marca (ver figura 14 C1y D1, ambas con inset
a mayor aumento). Sin embargo los puntos se observaron en menor nimero y con menor
intensidad que en los tejidos incubados con 1:500. Los controles negativos no presentaron

marcas (no mostrado).
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Corteza cerebral . Corteza cerebral

MCHR-1 1:500 , , MCHR-1 1:1000

MCHR-T1:500 MCHR-1 1:1000

Figura 14| Fotos representativas del protocolo 2.1 para detectar el MCHR-1 en cortes coronales de dos regiones del
SNC. A.1- Control positivo para el MCHR-1 en la corteza cerebral a 20x con el anticuerpo primario concentrado 1:500
(con inset de region aumentada a 40x). A.2- Control positivo para el MCHR-1 en la corteza cerebral a 20 x con el
anticuerpo primario concentrado 1:1000 (con inset de regién aumentada a 40x). B.1- Control positivo para el
MCHR-1 en NDR a 20x con el anticuerpo primario concentrado 1:500 (con inset de regiéon aumentada a 40x). B.2-
Control positivo para el MCHR-1 en NDR a 20 x con el anticuerpo primario concentrado 1:1000 (con inset de region
aumentada a 40x). Fotografias obtenidas con Microscopia de Epifluorescencia.

7. Identificacion del MCHR-1 por inmunofluorescencia- Protocolo 3
El protocolo 3 (item 5.1.3), al que denominamos “IF con amplificacién de sefial”, utilizamos dos

grupos de tejidos. El primer grupo lo formaron tejidos sin ningln tratamiento previo, el otro lo
formaron tejidos que fueron sometidos a RA. En los tejidos sin tratar no se observaron marcas

|ll

positivas para estructuras conocidas. Lo que si se observé es el “puntillado”, similar al del ensayo
anterior (ver protocolo 2 para la identificacién del MCHR-1, item 5.1.2). Elegimos como region
representativa para las figuras el NDR (ver figura 15A)

En la figura 15B se puede observar que en los tejidos que fueron sometidos a RA, luego
ensayados y observados en el microscopio confocal, finalmente se obtuvo una marca similar a
la observada en la deteccidon del MCHR-1 por IHQ (comparar con figura 5). Al utilizar DAPI como
marcador de nucleos celulares, pudimos observar la presencia del MCHR-1 con su tipica
morfologia alargada presente en las cilias primarias y que se encuentra contorneando los somas.

Con este protocolo y la RA, el MCHR-1 se observé ademads en el estriado e hipocampo con

caracteristicas similares y en una mayor densidad que en el NDR (ver figura 16 Ay B).
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NDR-SRA NDR-CRA

Figura 15| Fotos representativas del protocolo 3 de Inmunofluorescencia para la deteccién del MCHR-1 en cortes
coronales de NDR. Las cabezas de flechas blancas sefialan marcas positivas para el MCHR-1. A.1- Tejido SRA
observado bajo el filtro 555, las marcas positivas (en rojo) corresponden al MCHR-1, el inset representa el control
negativo. A.2- Tejido SRA observado bajo el filtro UV, las marcas positivas (en azul) corresponden a DAPI. A.3-
Tejido SRA donde se observa la combinacion de ambas marcas positivas (MVCHR-1 + DAPI). Fotos tomadas a 63 x
(excepto el CTRL- tomado a 20x).

B.1-Tejido CRA observado bajo el filtro 555, las marcas positivas (en rojo) corresponden al MCHR-1, el inset repre-
senta el control negativo. B.2- Tejido CRA observado bajo el filtro UV, las marcas positivas (en azul) corresponden
a DAPI. B.3- Tejido CRA donde se observa la combinaciéon de ambas marcas positivas (MCHR-1 + DAPI). Fotos
tomadas a 40x y obtenidas con Microscopia Confocal.
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Estriado Hipotélamo

Figura 16| Fotos representativas del protocolo 3 de Inmunofluorescencia para la deteccion del MCHR-1 en cortes
coronales de Estriado (A) e Hipotdlamo (B). Las cabezas de flechas blancas sefialan marcas positivas para el
MCHR-1. A.1-Tejido CRA observado bajo el filtro 555, las marcas positivas (en rojo) corresponden al MCHR-1. A.2-
Tejido CRA observado bajo el filtro UV, las marcas positivas (en azul) corresponden a DAPI. A.3-Tejido CRA donde
se observa la combinacién de ambas marcas positivas (MCHR-1 + DAPI). Fotos tomadas a 40x.

B.1- Tejido CRA observado bajo el filtro 555, las marcas positivas (en rojo) corresponden al MCHR-1. B.2- Tejido
CRA observado bajo el filtro UV, las marcas positivas (en azul) corresponden a DAPI. B.3- Tejido CRA donde se
observa la combinaciéon de ambas marcas positivas (MCHR-1 + DAPI). Fotos tomadas a 63x y obtenidas con
Microscopia Confocal.




Sin embargo, a pesar de estos resultados positivos, también se observaron marcas en los tejidos
ensayados como controles negativos, que aunque no delimitan estructuras conocidas, son
similares a las observadas en los resultados del protocolo 2 y su variante (item 5.1.2) (ver insets

en figura 15 Aly B1).

Para constatar que el ensayo realizado fue realmente especifico (a pesar de haber observado
marcas en el control negativo), nos planteamos el protocolo 3.1 (item 5.1.3.1) donde probamos
tres tipos de controles negativos, para asi detectar a qué se debia la sefial observada.

El primer control fue el ya realizado para todos los ensayos descritos hasta ahora, es decir la
omisidn del anticuerpo primario, la incubacidn del anticuerpo secundario y por ser un protocolo
de amplificacién de sefial, la incubacién también con la streptavidina conjugada a fluordforo. El
segundo control se realizé incubando el anticuerpo primario, se omitié el anticuerpo secundario
y se incubd con streptavidina. Finalmente en el tercer control se incubd con el anticuerpo
primario y el secundario pero se omitid la streptavidina.

Debido a que el control negativo que se realizé en ausencia de streptavidina no presentd marcas
y si se observo sefial en el segundo control (al igual que en el primero), la sefial observada se

debe a la unién de la streptavidina a biotina que no solamente estaba presente Unicamente en

el anticuerpo secundario (ver figura 17).

Figura 17| Fotos representativas del ensayo de controles negativos para el MCHR-1 en cortes coronales de NDR. Las
cabezas de flecha blancas sefialan marcas positivas para la streptoavidina A- Control negativo por omision del
anticuerpo primario. B- Control negativo por omisién de secundario. C- Control negativo por omisién de streptoa-
vidina-555. Fotografias tomadas con el objetivo de 20x y obtenidas con Microscopia Confocal.
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8. Contextualizacion celular por inmunofluorescencia
Se realizaron ensayos de IF para la deteccion del marcador neuronal NeuN y asi poder

contextualizar la marca del MCHR-1, esta vez por IF. En el protocolo 1 para la deteccidn de este
marcador (item 5.2.1) los tejidos fueron sometidos a RA previo a la incubacion de ambos
anticuerpos primarios (anti-MCHR-1 y anti-NeuN). Los resultados de dicho ensayo, mostraron
una marca de NeuN tenue. Sin embargo en el protocolo 2 (item 5.2.2) se realizé la RA luego de
la incubacion del anti-NeuN pero previo a la incubacién del anti-MCHR-1. En tejidos que solo
fueron ensayados para la deteccion del NeuN y que por lo tanto no pasaron por el tratamiento
de RA, la marca de NeuN fue mds nitida en comparacion a la observada en el protocolo anterior

(protocolo 1, item 5.2.1) (resultados no mostrados).

9. Determinacion de la localizacion celular del MCHR-1 por inmunofluorescencia
El segundo paso para poder realizar el ensayo de co-localizacién del MCHR-1 y uno de los

marcadores ciliares y efectivamente comprobar que el receptor estaba presente en las cilias
primarias, fue poder obtener marcas positivas de un marcador ciliar por IF. Dados los resultados
satisfactorios obtenidos para la deteccién del marcador tubulina acetilada por IHQ, decidimos
utilizarlo también para la deteccidn de las cilias primarias por IF.

Los resultados obtenidos tanto para el protocolo de deteccion de la tubulina acetilada y la
variante que se realizé del mismo utilizando streptavidina en lugar de un anticuerpo secundario
conjugado a fluordforo (ver item 5.3.1), mostraron una marca que no se corresponde con la

observada en los resultados obtenidos por IHQ (resultados no mostrados).

Como no se obtuvieron los resultados esperados con la tubulina acetilada, se decidié incorporar
otro marcador ciliar denominado ARL13B y ademas utilizamos el marcador ACIII (que ya habia
sido utilizado para la deteccién de las cilias por IHQ, para el cual obtuvimos resultados
negativos). Para ambos marcadores se llevé a cabo el protocolo de IF con amplificacion de senal
(item 5.3.2).

Para el marcador ACIII se obtuvo una marca idéntica a las cilias primarias observadas por IHQ
con la tubulina acetilada (ver figura 18 Al y A2), y no se observaron diferencias apreciables en
la marca entre las dos concentraciones utilizadas (ni en intensidad, ni en nitidez), por lo que se
decidio utilizar la concentracidn mas diluida de aqui en mas. Se eligieron cortes de hipocampo
por la gran abundancia de cilias primarias observadas en el ensayo de IHQ, donde se habian

detectado a través de la tubulina acetilada.
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Sin embargo, en estos ensayos, con el marcador ARL13B no se obtuvo ningun tipo de marca
positiva, (ver figura 18 B1 y B2). En los controles negativos tampoco se observé ningun tipo de

reaccion (no mostrado).

A1 § Hipocampo

Hipocampo

Figura 18| Fotos representativas del protocolo 2 para la deteccién de los marcadores ciliares: ACIIl y ARL13B en cortes
coronales de Hipocampo. Las cabezas de flechas blancas sefialan marcas positivas para las cilias primarias. A.1-
Control positivo para ACIll a 40x con el anticuerpo primario concentrado 1:500. A.2- Control positivo para ACIII a 40x
con el anticuerpo primario concentrado 1:1000. B.1- Control positivo para ARL13B a 40x con el anticuerpo primario
concentrado 1:500. B.2- Control positivo para ARL13B a 40x con el anticuerpo primario concentrado 1:2000.
Fotografias obtenidas con Microscopia de Epifluorescencia.

10. Ensayo de deteccion concomitante del MCHR-1 y ACIII
De acuerdo a los resultados obtenidos hasta el momento, se logré poner a punto, por un lado,

la marca del MCHR-1 y por otro, de un marcador de las cilias primarias (ACIll) por IF con
amplificacion de sefial. En ambos casos, este tipo de procedimiento implicé la utilizacion de la
streptavidina conjugada al fluoréforo 555 (ya mencionado). Por tal razén, para realizar un
ensayo de co-localizacién del MCHR-1 con un marcador de cilias primarias, se debié poner a
punto una streptavidina adicional, conjugada a un fluoréforo distinto.

Para realizar este protocolo, la incubacidn de los anticuerpos primarios fue secuencial, con la
idea de disminuir el posible efecto de la RA sobre la inmunomarcacion de la ACIII. Los resultados

obtenidos fueron positivos para la ACIIl pero no para la marca del MCHR-1 (no mostrado).
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Sin embargo se volvié a realizar el mismo protocolo incluyendo una variante, con una
streptavidina conjugada a otro fluoréforo para la deteccidn del MCHR-1 (en el anterior se habia
utilizado streptavidina conjugada a FIT-C, y en este ensayo streptavidina conjugada a AF488). En
este caso si se observaron resultados positivos para ambos antigenos (item 5.4).

Algunas de las marcas del MCHR-1 co-localizaron con las marcas positivas para la ACIII (ver figura
19A) a nivel de la corteza cerebral. Ademas también se observé la superposicidon de las marcas

en los vasos sanguineos en el NDR (ver figura 19 B).
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Figura 19| Fotos representativas del protocolo 3 de Inmunofluorescencia para la doble deteccién del MCHR-1y AClIl en
cortes coronales de Corteza (A) y NDR (B). Las cabezas de flechas blancas sefialan marcas positivas para el MCHR-1y
ACIIl (segun corresponda). A.1- Tejido CRA observado bajo el filtro 488, las marcas positivas (verde) corresponden al
MCHR-1. A.2-Tejido CRA observado bajo el filtro 555, las marcas positivas (en rojo) corresponden a ACIIl. A.3- Tejido CRA
donde se observa la combinacién de ambas marcas positivas (MCHR-1 + ACIIl). Fotos tomadas a 63x.

B.1- Tejido CRA observado bajo el filtro 488, las marcas positivas (verde) corresponden al MCHR-1. B.2- Tejido CRA 41
observado bajo el filtro 555, las marcas positivas (en rojo) corresponden a ACIIl. B.3- Tejido CRA donde se observa la
combinacion de ambas marcas positivas (MCHR-1 + ACIIl) La flecha blanca sefala un vaso sanguineo longitudinal.
Fotos tomadas a 63x (zoom x2) y obtenidas con Microscopia Confocal




Observando otra regién del NDR donde también estan presentes ambos antigenos (ya que en el
mismo corte se observan marcas positivas para el MCHR-1 en el filtro verde y marcas positivas
para la ACIIl en el filtro rojo del microscopio confocal) (ver figura 20A), se puede observar a
mayor aumento, como la marca central sefialada con una cabeza de flecha blanca muestra la
superposicién de las imagenes, pero en la misma fotografia también se observaron marcas de
ACIll que no poseen el MCHR-1 (ver figura 20B). Es decir se observé una mayor cantidad de cilias

primarias que de marcas positivas para el MCHR-1.
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MCHR-1 + =l MCHR-1 + .
Figura 20| Fotos representativas del protocolo 3 de Inmunofluorescencia para la doble deteccion del MCHR-1y
AClll en 2 cortes coronales de NDR. Las cabezas de flechas blancas sefialan marcas positivas para el MCHR-1 y ACIII
(seguin corresponda). A.1- Tejido CRA observado bajo el filtro 488, las marcas positivas (verde) corresponden al
MCHR-1.A.2-Tejido CRA observado bajo el filtro 555, las marcas positivas (en rojo) corresponden a ACIII. A.3-Tejido
CRA donde se observa la combinacién de ambas marcas positivas (MCHR-1 + ACIIl). Fotos tomadas a 63x.
B.1- Tejido CRA observado bajo el filtro 488, las marcas positivas (verde) corresponden al MCHR-1. B.2- Tejido CRA3
observado bajo el filtro 555, las marcas positivas (en rojo) corresponden a ACIIl. B.3- Tejido CRA donde se observa
la combinacién de ambas marcas positivas (MCHR-1 + ACIIl). Fotos tomadas a 63x (zoom x2) y obtenidas con
Microscopia Confocal.




11. Fenotipos neuronales donde esta presente el MCHR-1- células
serotoninérgicas
Como se expuso en los antecedentes, el NDR es un nucleo serotoninérgico de gran interés para

nuestro grupo, y en el que evidenciamos la presencia de una gran concentracién del MCHR-1 en
dicha estructura. Por dicho motivo se decidié realizar una IHQ para la deteccién de neuronas
serotoninérgicas y verificar la presencia del MCHR-1 en las mismas.

Asi nos planteamos el protocolo 4.5 dentro de los ensayos de IHQ, donde al encontrarse ambos
antigenos en distintos compartimientos celulares se pudo realizar la doble inmunomarcacion
(utilizando nuevamente DAB y DAB-niquel para el revelado).

Se obtuvieron resultados positivos para la deteccion de ambos antigenos de forma
concomitante (ver figura 21).

Las neuronas serotoninérgicas se marcaron con una coloracién amarronada, que resalta sobre
el background. Algunas de estas neuronas poseen una marca mads oscura y de forma alargada,
que pareceria protruir desde el soma (correspondiente al depédsito del revelado de DAB-niquel)
y de morfologia ya conocida, que sefala la presencia del MCHR-1 (sefaladas con cabezas de
flecha en la figura 21 Al).

Con estos resultados, podemos concluir que parte de la poblacién de neuronas serotoninérgicas
del NDR poseian el MCHR-1, mientras que otra poblacién no lo presentaron. Se realizd
nuevamente el ensayo con el objetivo de mejorar la nitidez de la marca de serotonina
(disminuyendo el tiempo del revelado), para observar una diferencia mas notoria entre las

neuronas serotoninérgicas y el background pero no logramos este objetivo.
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Figura 21|Fotos representativas del protocolo de Inmunohistoquimica para la
doble deteccion del MCHR-1 y 5-HT en cortes coronales de NDR. Las cabezas
de flechas negras sefialan marcas positivas para el MCHR-1. A.1- Control
positivo de MCHR-1 + 5-HT. Ademas posee un inset de una regiéon aumentada
con neuronas 5-HT positivas y MCHR-1 positivas. A.2- Control positivo de

MCHR-1 + 5-HT (otra regién, donde no se visualizan neuronas 5-HT positivas).

Posee un inset con el control negativo (tomado a 40x) . Las demas fotos fueron
tomadas a 63x.
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Con la técnica de IF fue posible confirmar nuevamente la presencia del MCHR-1 en algunas de
las neuronas serotoninérgicas del NDR (item 5.5.1). Se obtuvieron marcas positivas para ambos
antigenos. Las neuronas serotoninérgicas se visualizaron de forma tenue, y algunas de ellas
presentaron el MCHR-1, siendo que éste protruia desde el soma de las neuronas (ver figura 22
Ay B). Ademas, también se lograron visualizar fibras serotoninérgicas (ver figura 22 B2, sefialada
con flecha entera).

Se probaron distintos protocolos con el objetivo de obtener la marca de las neuronas
serotoninérgicas mas nitida, pero ninguna de estas variantes tuvo el efecto esperado (item 5.5.2
e item 5.5.3, resultados no mostrados). Una variante del protocolo ya mencionado fue aumentar
la concentracion del anticuerpo primario (anti-5-HT producido en conejo).

En el protocolo 2 (item 5.5.2) se incubaron los anticuerpos en forma secuencial, en primer lugar
se incubd con el anti-5HT (hecho en cabra) y luego de que se revelara la reaccion, se pre-traté a
los tejidos por RAy se incubé luego con el primario anti-MCHR-1. También se realizé la variante
de concentrar aun mas el anticuerpo primario anti-5HT (hecho en cabra) (resultados no
mostrados)

Para el protocolo 3 item (5.5.3) se re-incubd los tejidos con el anticuerpo primario (hecho en
conejo) mas concentrado (1:250) luego de haberlo revelado (concentracion inicial del anti-5HT
fue de 1:500) (resultados no mostrados).

Luego de todas estas pruebas se decidié elegir al protocolo 1 (item 5.5.1) cémo el mas

representativo, en el cual los controles negativos no mostraron reaccion positiva.
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Figura 22| Fotos representativas del protocolo de Inmunofluorescencia para la doble deteccién del MCHR-1 y 5-HT en 2
cortes coronales de NDR. Las cabezas de flechas blancas sefialan marcas positivas para el MCHR-1 y 5-HT (segun correspon-
da). A.1- Tejido CRA observado bajo el filtro 555, las marcas positivas (en rojo) corresponden al MCHR-1. A.2- Tejido CRA
observado bajo el filtro 488, las marcas positivas (en verde) corresponden a neuronas-5-HT. A.3-Tejido CRA donde se observa
la combinacién de ambas marcas positivas (MCHR-1 + 5-HT). Fotos tomadas a 40x.

B.1- Tejido CRA observado bajo el filtro 555, las marcas positivas (en rojo) corresponden al MCHR-1.B.2- Tejido CRA observa-
do bajo el filtro 488, las marcas positivas (en verde) corresponden a neuronas-5-HT. B.3-Tejido CRA donde se observa la
combinacién de ambas marcas positivas (MCHR-1 + 5-HT). Fotos tomadas a 40x (zoom de 2.44) y obtenidas con Microscopia
Confocal.
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12. Fenotipos neuronales donde esta presente el MCHR-1- células GABAérgicas.
Como ya se menciond, se observaron otras células con marca positiva para MCHR-1 pero

negativa para 5-HT, por lo que el receptor estaba presente en otro fenotipo neuronal del NDR.
Por estos motivos decidimos realizar una IF para la deteccién de la enzima GAD-67 y asi detectar
neuronas GABAérgicas.

Realizamos el ensayo sobre dos grupos de tejidos, el grupo 1 fueron cortes sin ningln
tratamiento previo, mientras que el grupo 2 fueron cortes de ratas pre-tratadas con inyecciones
de colchicina en el ventriculo lateral.

En los cortes sin colchicina, se observa la marca del receptor, tal cual como fue descripta en el
protocolo de amplificacion de sefial. La regidn que se observa es el NDR y el MCHR-1 estd
presente en algunas neuronas GABAérgicas, observandose que éste protruia desde el soma
neuronal (como también se observé en la neuronas serotoninérgicas) (ver figura 23A).

En el grupo pre-tratado con colchicina, las estructuras representadas, fueron la corteza cerebral
(ver figura 23B), NDR (ver figura 23C), hipocampo (no mostrado). En estos casos, la marca del
MCHR-1 similar a la observada en los cortes sin colchicina solo se logré visualizar en regiones de
la corteza cerebral, donde no se observaban somas de neuronas GABAérgicas, sino que parecian
visualizarse botones sindpticos que contenian GABA. A nivel del NDR no se observaron marcas
positivas para el MCHR-1, pero si se observaron neuronas GABAérgicas nitidamente marcadas.
A nivel del Acueducto de Silvio si se observé una marca del tipo “puntillado” correspondiente a

la presencia del MCHR-1.

En la tabla 1 se muestra un resumen de los antigenos que pudieron ser detectados por las dos

técnicas utilizadas de inmunomarcacion, es decir los resultados positivos de este trabajo.
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Figura 23| Fotos representativas del protocolo de Inmunofluorescencia para la doble deteccién del MCHR-1 y GAD-67 en 3 cortes
coronales, dos de NDR (A y C) y uno de Corteza (B). Las cabezas de flechas blancas sefialan marcas positivas para el MCHR-1 y GAD-67
(segun corresponda). A.1- Tejido CRA observado bajo el filtro 555, las marcas positivas (en rojo) corresponden al MCHR-1.A.2- Tejido CRA
observado bajo el filtro 488, las marcas positivas (en verde) corresponden a neuronas GABAérgicas. A.3- Tejido CRA donde se observa la
combinacién de todas las marcas positivas (MCHR-1 + GAD-67 + DAPI. Fotos tomadas a 40x (zoom de 4).

B.1- Tejido CRA observado bajo el filtro 555, las marcas positivas (en rojo) corresponden al MCHR-1.B.2- Tejido CRA observado bajo el filtro
488, las marcas positivas (en verde) corresponden a neuronas GABAérgicas. B.3-Tejido CRA donde se observa la combinacién de todas las
marcas positivas (MCHR-1 + GAD-67 + DAPI). Fotos tomadas a 40x (zoom de 2.44).

C.1- Tejido CRA observado bajo el filtro 555, las marcas positivas (en rojo) corresponden al MCHR-1. C.2- Tejido CRA observado bajo el
filtro 488, las marcas positivas (en verde) corresponden a neuronas GABAérgicas. C.3- Tejido CRA donde se observa la combinacion de
todas las marcas positivas (MCHR-1 + GAD-67 + DAPI). Fotos tomadas a 40x. Todas las fotografias fueron obtenidas con Microscopia
Confocal.
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Tabla 1| Resultados de deteccién de antigenos por las técnicas de IHQ e IF. En los casos donde se realizd
un ensayo de colocalizacidn se colocaron ambos antigenos en una misma celda de la tabla. Los tics verdes
sefialan ensayos donde se obtuvieron resultados positivos, mientras que las cruces rojas indican
resultados negativos.

MCHR-1 MCHR-1
NeuN NeuN X
Yy
MCHR-1 %
MCHR-1
Tubulina acetilada Tubulina acetilada X
y
MCHR-1
ACII X ACII
Yy
MCHR-1
ARL13B X
5-HT 5-HT
y
MCHR-1 MCHR-1
GAD-67
y
MCHR-1

50



Discusion de resultados

1. Discusion de los resultados del primer objetivo: Evidenciar la presencia del
MCHR-1 en el SNC, particularmente en el NDR.

Ademas de evidenciar la presencia del MCHR-1 en el NDR (por IHQ e IF), también se constaté su
localizacién en otras regiones del SNC de la rata, como en la corteza cerebral, estriado,
hipotalamo e hipocampo, lo cual se corresponde a lo observado por Hervieu y colaboradores en
el 2000 en ratas Wistar, al detectar el ARNm del MCHR-1 por hibridacidn in situ en las dichas
regiones. Al afio siguiente Saito y su grupo realizd un exhaustivo estudio para determinar la
presencia del ARNm del MCHR-1 en todas las regiones del cerebro de la rata, de cepa Sprague-
Dawley. Estos dos hallazgos nos llevaron a pensar que la proteina receptora y no solo el
transcripto, también se encontraba en esas regiones del SNC de la rata. Ademas también fue
detectada la proteina por western blot, en nucleos del cuerpo estriado en ratén y en neuronas

hipotaldmicas de rata (Miyoshi et al. 2009; Santollo & Eckel 2013)

De acuerdo a los resultados obtenidos, se determind que es una condicién indispensable para
visualizar el MCHR-1 (por ambas técnicas) realizar el pretratamiento por RA a los tejidos
utilizados (previo a comenzar los ensayos de identificacion). Este tratamiento permite la ruptura
de las uniones entre aldehidos y antigenos generadas en el proceso de fijacién, produciéndose
asi el desenmascaramiento de los antigenos que estaban inaccesibles. Dicho pre-tratamiento ha
sido ampliamente utilizado en cortes de ojo y de cerebro de variadas especies: palomas, cerdos,
el ave “diamante cebra”, ratones, ratas y humanos. En dichos tejidos se pudo poner en evidencia
la presencia de encefalina, GIuR1, GFAP, ubiquitina, sustancia P y la proteina “Huntingtin”, las
cuales no se observaban sin ese pre-tratamiento (Jiao et al. 1999).

Ademas de los estudios de hibridacidn in situ, también existian evidencias previas de que en las
zonas donde determinamos la presencia del MCHR-1 poseian una densa inervacion de fibras
MCHeérgicas, lo cual fue constatado por el grupo de trabajo de Bittencourt en 1992 que describid
la inervacion MCHérgica proveniente en mayor medida del hipotdlamo lateral y la zona incerta,
y también en otras regiones del SNC de la rata. Una de dichas regiones fue el NDR, donde las
fibras MCHérgicas también fueron observadas por Lagos y colaboradores en el 2011, y Yoon &

Lee en el 2013.
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La presencia de fibras MCHérgicas en estas zonas estaria indicando que la MCH tiene un rol
funcional alli, por lo que era de esperarse que el MCHR-1 también estuviera presente para

mediar sus funciones.

Ademas fue constatado por el grupo de Berbari este mismo afio, mediante el disefio de un ratén
transgénico para que exprese constitutivamente el MCHR-1, su localizacién a nivel del SNC. En
dicho estudio se observd una expresion aumentada en zonas del hipotalamo implicadas en la
regulaciéon de la ingesta (nucleo arcuato y paraventricular), mientras que su concentracion se
vio disminuida en zonas vinculadas a la recompensa (nucleo accumbens). También se observé
la expresiéon del MCHR-1 en la zona incerta, el hipocampo, bulbo raquideo y cerebelo (Engle et

al. 2018).

No solamente observamos marcas positivas para el MCHR-1 en células nerviosas sino que
también fueron observadas a nivel de los vasos sanguineos, tanto por IHQ como por IF, lo cual
no habia sido reportado anteriormente. Aughton y colaboradores en el 2008 estudiaron el
efecto de distintos neuropéptidos sobre las arterias vaginales de la rata, entre ellos la MCH, la
cual producia un efecto vasoconstrictor sobre las mismas. Ademas Oriharay su grupo en el 2009
constataron la produccidn de MCH por parte de células endoteliales humanas, estimuladas por
dos tipos de citoquinas: IL4 y IL13. Ellos utilizaron la linea celular HMVEC-LB1 (células del
endotelio microvascular del pulmén humano) donde realizaron la técnica de microarrays para
constatar la expresion del gen de la MCH, la que también fue comprobada a través de la
realizacion de una RT-PCR con los transcriptos del gen. También fue demostrado por Sandigy su
grupo en el 2007 que los linfocitos TH2 son capaces de producir selectivamente MCH. La
metodologia utilizada fue la toma de sangre venosa de voluntarios sanos, a partir de la cual se
aislaron los linfocitos TH2 para aumentar su poblacion en cultivo. A estos cultivos se le realizaron
RT-PCR para cuantificar los transcriptos de MCH y western blot para cuantificar niveles de MCH,
ademas se detectd la presencia de MCH por un ensayo enzimatico. Estos tres estudios dejan
entrever un posible rol de la MCH en un estado inflamatorio (mds precisamente en inflamacion
producida por alérgenos) quizas mediados por el MCHR-1, presente en las células endoteliales

de los vasos sanguineos.

Como ya se menciond en los resultados, la morfologia de la marca positiva obtenida de los
ensayos para detectar el MCHR-1 indica que no se encuentra presente en el soma celular, sino
en un apéndice de las neuronas, denominado cilia primaria. Esta marca es muy similar a la que

obtuvo Berbariy su grupo en el 2008 en un ensayo por IF en tejidos de ratdn (donde la estructura
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analizada fue el nucleo accumbens) y también en células IMCD3 en cultivo, transfectadas para

qgue expresaran el MCHR-1.

A diferencia de la identificacién del MCHR-1 por IHQ, con la cual se obtuvieron resultados
confiables realizando pequeias variantes en base a un protocolo de IHQ estandar, fueron
necesarios varios protocolos y variantes para llegar a identificar el MCHR-1 por IF.

En el primer ensayo de IF realizado para detectar el MCHR-1, como ya se mencioné en los
resultados, no se obtuvo la marca esperada (en base a los antecedentes y la morfologia del
MCHR-1 observada por IHQ) en ninguna de las 3 condiciones de incubacion para el anticuerpo
primario. Sin embargo, si se observaron otro tipo de marcas, tanto en los controles positivos
como negativos, lo cual nos sugiri6 que dicha marca positiva observada era una marca
inespecifica. Quizas estas marcas correspondieron a eritrocitos (debido a su morfologia) que se
mantuvieron en los vasos y capilares luego de la perfusion.

La presencia de esta marca “tipo eritrocito”, de gran intensidad y nitidez podria estar dada por
la autofluorescencia que presentan ciertas moléculas en los tejidos. La autofluorescencia puede
verse acentuada por los procesos de fijacion de los tejidos. Por ejemplo, los grupos
formaldehido, presentes en la solucidn fijadora utilizada, forma enlaces covalentes al unirse a
grupos amino cercanos, que se encuentran en moléculas enddgenas, generando reacciones
acido-base de Schiff (Beisker et al. 1987).

Ademas, se constaté que el proceso de RA (el cual ya se dijo que fue necesario para la
visualizacidn de la marca esperada) también acentua la autofluorescencia de los tejidos. Marcas
inespecificas y un aumento del background durante procesos de RA con citrato de sodio también
fueron observados por Jiao en 1999. Este investigador y su grupo plantean que las altas
temperaturas que se utilizan en estos tratamientos (80 °C), sean las causantes del aumento del
marcado inespecifico. Para contrarrestar esto, incubaron las secciones de tejido en soluciones
gue contenian leche descremada, previo a la incubacién del anticuerpo primario, lo que produjo

una disminucién del marcado inespecifico.

En el segundo ensayo de IF para detectar el MCHR-1 se decidid no pre-tratar a los tejidos, en
base a los resultados obtenidos en el ensayo descripto anteriormente, donde se evidencié que
el tratamiento por RA aumenta el marcado inespecifico.

Como variante, se introdujo a la azida de sodio en lavados, bloqueos y soluciones de incubacidn,
en base al protocolo utilizado por Conductier y su grupo en el 2013 para localizar el MCHR-1 en
las células ependimarias del tercer ventriculo de ratones por IF. Sin embargo, por mas de haber

realizado esta variante no obtuvimos los resultados esperados.
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La deteccidn de los receptores de neurotransmisores o neuromoduladores en animales wt y en
tejidos nativos se hace dificil debido a la baja concentracién de los mismos, lo cual fue reportado
por McGrath & Daly en el 2006, debido a esto observamos igualmente, marcas que siguen una
distribucidn en forma de puntos que no estdn concentrados en un lugar determinado.

Quizds puedan existir otros factores que estén influyendo en la distribucidn y localizacién del
MCHR-1 a nivel celular. Por ejemplo, la familia de receptores PAR, especificamente el PAR1 y
PAR2 (poseen como ligando la trombina, enzima que participa en el proceso de coagulacién de
la sangre), se encuentran en el aparato de Golgi mientras no haya niveles suficientes de
trombina para que se de la unidn ligando-receptor. Sin embargo, cuando los niveles de trombina
aumentan, estos se movilizan desde el aparato de Golgi hacia la superficie de la membrana
celular donde se da su activacién (Heinis et al. 1994).

Otros GPCRs que se encuentran en muy baja densidad a nivel de la membrana plasmatica son
algunos de los receptores opioides, ademas su distribucién in vivo cambia de acuerdo a la

estimulacidén que estos reciben con morfina (Cahill et al. 2001; Morinville et al. 2003).

Estos estudios no nos dejan dudas de que la distribucién de los GPCRs es dindmica y puede ser
modificada in vivo. Ademas sabemos que el sistema MCHérgico posee un rol en la regulacién del
ciclo sueio vigilia, participa en el control energético y en la regulacién de los estados de animo.
Ya que el sistema MCHérgico participa en todas estas funciones, fluctuaciones en dichas
funciones como pueden ser modificaciones en la duracidn de etapas del ciclo suefio — vigilia,
variaciones propias del metabolismo de un organismo determinado, podrian afectar este
sistema. Por ejemplo podria modificarse la intensidad de liberacion de la MCH, asi como la
distribucidn o concentracidn del receptor en sus blancos celulares. Sin embargo los mecanismos
que vincularian la implicancia de dichos procesos sobre el sistema MCHérgico estan aun sin

explorar.

Finalmente, en el tercer ensayo (denominado amplificacién de sefial) para la deteccién del
MCHR-1 por IF obtuvimos la marca esperada (ya observada por IHQ), en el grupo de tejidos
tratados con RA. En el grupo de tejidos sin tratar volvimos a observar el puntillado caracteristico
del ensayo anterior.

Este ensayo fue de deteccion de la sefial por IF indirecta, al igual que los anteriores, pero en este
caso el anticuerpo secundario que reconocia el anticuerpo primario, era biotinilado (como los
utilizados en los ensayos de IHQ).

Al utilizar un anticuerpo secundario biotinilado (y no conjugado a un fluoréforo como en una IF

directa estandar) estamos posibilitando la unién entre la biotina presente en el mismo y otra

54



molécula, la streptavidina, que se encuentra conjugada a un fluoréforo. Esta Ultima permite que
se forme un complejo alrededor del anticuerpo secundario, primario y el antigeno, que facilita
su visualizacién, pues amplifica la senal.

El complejo biotina-avidina, streptavidina (en un principio se utilizaba la avidina, proteina
extraida de los huevos y luego se empezé a utilizar la streptavidina extraida de bacterias) posee
una gran afinidad, por lo que forma una estructura muy estable. Ademas, si la avidina o
streptavidina estd conjugada a un fluoréforo o enzima es capaz de reportar la presencia de
antigenos de interés (Wilchek & Bayer 1990)

Luego de haber probado distintas variantes en los ensayos, concluimos que la correcta
visualizacion del MCHR-1 por IF requiere el pre-tratamiento de los tejidos con RA para
desenmascarar el antigeno presente en el tejido, la utilizacién de un anticuerpo secundario
biotinilado y de la streptavidina conjugada a un fluoréforo, lo cual nos permitié lograr la

visualizacidn del receptor en los cortes de cerebro de rata Wistar.

Debemos destacar que en el ensayo anterior, los controles negativos (realizados por omisién del
anticuerpo primario, como se hizo anteriormente) presentaban un background intenso.
Poniendo a prueba distintos controles negativos, se encontré que el mas adecuado era el control
sin streptavidina. La causa de la disminucidn del background es que la presencia de
streptavidina, (omitiendo el anticuerpo primario y el secundario) sobre el tejido, igualmente
emitia sefial debido a la biotina enddgena la cual servia como blanco de unién de la streptavidina
conjugada a un fluoréforo. La biotina o también llamada vitamina H participa como cofactor de
muchas carboxilasas que participan en el metabolismo de aminodcidos, acidos grasos vy
carbohidratos de las células del organismo (Wakil et al. 1983; Cronan & Waldrop 2002; Tong
2014, Jitrapakdee & Wallace 1999).

Como también se menciond en los resultados, también fue parte de este objetivo contextualizar
la marca del MCHR-1 en la célula. Es decir, se realizaron tinciones de Nissl, especificamente con
pironina y tionina para visualizar los somas neuronales, sobre cortes ensayados por IHQ para la
deteccion del MCHR-1. Observamos que estas tinciones no se fijaron en los tejidos pre-tratados
por RA por lo que no se lograron visualizar los granulos de Nissl. Comprobamos efectivamente
que el pretratamiento por RA afecta la fijacidon de dichas tinciones, ya que en los cortes sin pre-
tratamiento se pueden observar resultados positivos para ambas tinciones, pero no fue posible
detectar al MCHR-1, por lo que el empleo de dichas tinciones no permitieron contextualizar la

marca.
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Debido al poco éxito obtenido con las tinciones de Nissl, decidimos utilizar un marcador
neuronal denominado NeuN (antigeno presente en el nlcleo celular) con el objetivo de resolver
y contextualizar la marca obtenida por el MCHR-1 en las células. Se obtuvieron resultados
positivos por IHQ para NeuN, pero negativos para el MCHR-1, ya que quisimos detectar ambos
antigenos en simultdneo, lo cual no fue posible. Debemos resaltar de que por mas que el NeuN
esté reportado en la literatura como un antigeno nuclear, las marcas obtenidas son a nivel del
nucleo y del soma neuronal, como también observd Arellano y colaboradores en el 2012.

Por IF, la marca de NeuN se vio atenuada en los tejidos pre-tratados con RA, afectando la unién
de anticuerpos anti-NeuN al antigeno. Mason y O’Leary en 1991 describieron que los procesos
de fijacion del tejido no afectarian la estructura secundaria de las proteinas, pero nosotros
pensamos que esta afirmacidon es muy general y que los fijadores podrian limitar el acceso a

ciertos antigenos, tal como opinaron McGrath y Daly en el 2006).

Otro factor que podria ser determinante en la fijacién de los anticuerpos a los antigenos podria
ser el pH de la solucién desenmascarante utilizada para la RA.

En otro estudio también se utilizd la técnica de RA para visualizar distintos antigenos en tejidos
de distintas especies, utilizaron distintos buffers de citrato de sodio con distintos pH. Ellos
observaron que a pH por debajo de 6 la fijacidon de las inmunotinciones fue muy pobre y las
marcas eran bastante tenues, mientras que al utilizar buffer citrato con pH entre 8,5y 9 la
inmunomarcacion se visualizaba con mayor nitidez (Jiao et al. 1999). Esto podria explicar la
debilidad de la marca en algunos de los antigenos que quisimos detectar, ya que el pH del buffer
citrato utilizado fue de 6,3. Por lo tanto, no pudimos determinar que el MCHR-1 estaba presente
en neuronas.

Otras pruebas deberan ser realizadas, con otras condiciones de ensayo y otros anticuerpos, para
poder cumplir con este objetivo. A pesar de ello, se determind la presencia del MCHR-1 en
cultivos enriquecidos en neuronas de dos regiones del SNC como son el nicleo accumbens y el
tubérculo olfatorio. EI MCHR-1 colocalizaba con el marcador ciliar especifico de neuronas

denominado B tubulina lll (Berbari et al. 2008).

Los ultimos ensayos que se realizaron para cumplir con la totalidad del primer objetivo
consistieron en la deteccidon de marcadores ciliares que permitieran confirmar la localizacién del
MCHR-1 a nivel de este apéndice.

En primer lugar se utilizaron dos marcadores para la deteccién por IHQ: tubulina acetilada (ya
utilizada por Ledizet en 1987 y Li con colab. en 2013) y ACIII (utilizada también por Li con colab.

en 2013; Arellano y su grupo en el 2012 y Berbari y Lewis en el 2008). Sin embargo en nuestro

56



caso solo obtuvimos resultados positivos para la tubulina acetilada, lo cual marca la a tubulina
acetilada que forma los microtubulos mds antiguos en las células de mamiferos, los cuales se
encuentran en las cilias primarias. Los cortes tratados con anticuerpos anti-ACIll presentaron un
intenso background y ninguna marca positiva especifica similar a la morfologia de las cilias
primarias.

Debido al éxito del ensayo obtenido con el marcador tubulina acetilada, éste fue el elegido para
realizar ensayos de colocalizacién con el MCHR-1 por IF. Sin embargo, no observamos resultados
positivos como si se habian observado por IHQ. Se utilizé también otro marcador ciliar,
denominado ARL13B utilizado por Caspary, Larkins y Anderson en el 2007 pero no obtuvimos
ningun tipo de marca al tratar los tejidos con anticuerpos anti-ARL13B. La proteina ARL13B es
una pequefia GTPasa que podria estar involucrada en diversas funciones celulares, como por
ejemplo el ensamblaje de microtubulos en la cilia primaria y el transporte de otras proteinas de

su misma familia (Cantagrel et al. 2008).

Igualmente fue posible realizar el ensayo de co-localizacién con los anticuerpos anti-MCHR-1 y
otro marcador ciliar. El marcador utilizado por IF para la deteccion de las cilias primarias y que
permitié observar la colocalizacién con el MCHR-1 fue la ACIII, con la cual habiamos obtenido
resultados negativos por IHQ.

Observamos que gran parte de las marcas positivas para el receptor co-localizaban con marcas
de la ACIII, pero no todas lo hacian. Entonces podemos agrupar a las neuronas presentes en las
regiones analizadas en dos grupos, células que denominamos MCHR-1 (+) (con cilias primarias y
el MCHR-1 presente en ellas) y células MCHR-1 (-) (con cilias primarias pero sin la presencia del
MCHR-1).

Debemos agregar que la ACIIl es activada por las proteinas G, Gs y Gi y tiene como funcion
convertir el ATP en AMPc en respuesta a la activacion por diversas hormonas o
neurotransmisores (Defer et al. 2000). Esto podria sugerir que la ACIIl podria actuar como
molécula seializadora en las situaciones donde la MCH activa la proteina Gi. Pero se debe tener
en cuenta que esta proteina también estad acoplada al receptor de somatostatina Sstr3 (Domire

et al. 2011).

Por mds que nuestra poblacidn de interés sean las posibles neuronas que poseen el MCHR-1 en
sus cilias primarias, no debemos ignorar que quizas las células que poseen cilias primarias pero
no presentan el MCHR-1 no sean Unicamente neuronas. Estd reportado que células gliales
también pueden presentar cilias primarias, lo cual fue constatado en un cultivo de células

hipocampales de ratén (Berbari et al. 2007).
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Debemos destacar la particularidad de la localizacion del MCHR-1 en la célula, es decir su
localizacién a nivel de las cilias primarias y no en la membrana plasmatica de las células. Como
nombramos anteriormente, no es el Unico GPCRs que posee una localizacidn distinta a la clasica,
es decir un compartimiento distinto a la membrana celular. Sin embargo en un estudio realizado
en células en cultivo (HEK293) transfectadas con el receptor acoplado a GFP para su
visualizacidn, la marca observada a través de microscopia de fluorescencia se encuentra en la

membrana celular de las células (Lembo et al. 1999).

Las proteinas ciliares, como las que forman los GPCRs, se producen en el reticulo endopldsmico,
sufren modificaciones en el aparato de Golgi y luego son transportadas a la base de la cilia
mediante vesiculas (Bloodgood 2000). Lo que hace que estos componentes, incluido el MCHR-
1, se transporten hacia la membrana de la cilia y no hacia la membrana plasmatica (por mas que
sean contiguas), es la existencia de ciertas secuencias consenso que determinan la localizacion
a nivel ciliar y no en otro compartimento (Berbari et al. 2008).

También se ha analizado la incidencia de mutaciones en distintas regiones del MCHR-1, sobre su
localizacién. Sin embargo, solo ciertas mutaciones a nivel del tercer loop de la estructura del
receptor (secuencia consenso conservada reportada por Berbari), hacen que este pierda la
localizacién ciliar, por lo que su localizacién parece estar estrictamente regulada, en células

hrpel en cultivo (Nagata et al. 2012).

Previo a la determinacion del MCHR-1 a nivel de la cilia primaria, sugerimos que podian existir
otros factores que regularan su localizacidn, ya que esto sucedia con distintos GPCRs; uno de
estos factores pueden ser las modificaciones sobre las cilias primarias propiamente dichas.

Un estudio de este mismo afio muestra que la actividad del MCHR-1 esta regulada en forma
negativa por la proteina RGS8 (cdmo se menciond anteriormente, es una GTPasa); esto se
verificd en un ratéon modificado genéticamente para que sobre-expresara dicha proteina. En
estas condiciones se observd un aumento en la longitud de las cilias primarias que contenian el
receptor MCHR-1. Este resultado muestra que al impedir la activacién del MCHR-1, es decir la
accion de la MCH sobre su receptor, posibilita un mayor desarrollo de las cilias primarias. Lo cual
también fue evidenciado a nivel comportamental y funcional, ya que en comparacion a los
ratones controles (sin sobre-expresion de RGS8) disminuirian los comportamientos pro-
depresivos que pueden ser generados por la MCH (Kobayashi et al. 2018).

También es posible modificar la longitud de las cilias primarias en rodajas de cerebro de ratény
células en cultivo al tratarlas con litio, donde se observé un crecimiento en la longitud de las

cilias primarias de las neuronas. (Miyoshi et al. 2009).
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Utilizando diversas aproximaciones farmacoldgicas se constatd que la despolimerizacién o
estabilizacion de filamentos de actina, la activacidn de la proteina kinasa A y tratamientos con
nocodazol (que cdmo ya se menciond afecta la estructura de los microtubulos) también pueden
producir un aumento de longitud en las cilias, en distintos tipos celulares en cultivo. (Sharma et
al. 2011)

Dichos estudios nos llevan a sugerir que las modificaciones a nivel de las cilias podrian también
ejercer modificaciones a nivel de los GPCRs presentes en ellas, en cuanto a su concentracion y

distribucion.

Luego de haber constatado la presencia del MCHR-1 en el SNC de la rata y de confirmar su
localizacién a nivel de las cilias primarias de las neuronas, se discutiran los resultados obtenidos

sobre el fenotipo neuroquimico de las neuronas que presentaban el receptor.

2. Discusion de los resultados del segundo objetivo: Determinar el fenotipo
neuroquimico de las neuronas del NDR que presentan el receptor.

Para la determinacion de los fenotipos neuroquimicos de las neuronas que presentan el MCHR-
1 también utilizamos las técnicas de IHQ e IF. Como ya fue mencionado en los antecedentes, el
NDR es el principal nucleo serotoninérgico del SNC de la rata. De acuerdo a los resultados
obtenidos en este trabajo, existe en dicho nucleo una poblaciéon de neuronas que posee el
MCHR-1 a nivel de las cilias primarias. Ademds como ya fue mencionado en la introduccion, las
neuronas MCHérgicas hipotalamicas envian sus proyecciones al NDR (Bittencourt et al. 1992;
McGregor et al. 2005; Torterolo et al. 2009°). Estas proyecciones se aproximan a somas y
dendritas de neuronas serotoninérgicas, lo cual fue observado en ensayos de IF realizados sobre
cortes de NDR en ratas (Urbanavicius et al. 2016)

Por lo cual es posible que las fibras MCHérgicas que contactan con neuronas serotoninérgicas
liberen MCH, la cual lleve a cabo efectos mediante el MCHR-1 que fue identificado en dichas
células.

Devera y colaboradores en el 2015 demostraron en ratas y gatos que MCH-ROD inyectada en
los ventriculos laterales era internalizada en células del NDR, entre las cuales habia células
serotoninérgicas y no serotoninérgicas. En nuestro laboratorio, se utilizé6 un antagonista del
MCHR-1 denominado ATC-175, previo a la administracién de MCH-ROD i.c.v., lo que produjo el
bloqueo de la internalizacién de la MCH-ROD en distintos nucleos del SNC incluido el NDR, esto

confirmé que la internalizacién de la MCH es dependiente del MCHR-1 (Ruiz-Viroga 2017). En
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dicho trabajo también se constato la internalizacion del conjugado en el NDR por parte de células

serotoninérgicas y de otros fenotipos neuroquimicos.

La identificacidon de las neuronas serotoninérgicas junto con la identificacion del MCHR-1 se hizo
en primer lugar por IHQ. Esto fue posible ya que los antigenos a detectar se encuentran en
compartimentos celulares diferentes y fue posible diferenciar ambas marcas. Como
mencionamos en los resultados, las neuronas serotoninérgicas estan suavemente marcadas en
una coloracién marrén (debido al DAB), pero que se logra diferenciar en gran medida del ruido
de fondo. Pensamos que el intenso background observado estd dado por el doble revelado
realizado en el mismo tejido, ya que fue revelado en primer lugar la IHQ para detectar las
neuronas serotoninérgicas con DAB, lo que de por si generd cierto background y que se acentua
en el posterior revelado de la IHQ para detectar el MCHR-1 en los mismos tejidos con DAB e

intensificacidon con niquel.

Posteriormente, también realizamos una doble IF para la deteccion del MCHR-1 y de las
neuronas serotoninérgicas, con el objetivo de obtener resultados mds claros. Se observaron
marcas especificas que evidencian la presencia de neuronas serotoninérgicas en el NDR, pero
las neuronas no se marcaron tan nitidamente como se hubiera esperado. Considerando el pre-
tratamiento con RA, suponemos que la serotonina es otro de los antigenos afectado por los
procesos de fijacidn y RA del tejido tal como sucedié con el NeuN.

Fue posible identificar dos poblaciones de neuronas serotoninérgicas, unas que poseen el
receptor y otras que no, mientras que aparecen otras células que no son serotoninérgicas pero
que poseen el MCHR-1. Estas dos poblaciones de neuronas serotoninérgicas también fueron
observadas por Devera y colaboradores en el 2015 al realizar ensayos de IF y detectar neuronas
serotoninérgicas que si internalizaron el conjugado de MCH-ROD mientras otras no lo habian
hecho, por lo que nuestros resultados avalan que el MCHR-1 se encuentra en parte de la

poblacién de neuronas serotoninérgicas.

La importancia bioldgica que puede tener la conexidén entre el sistema serotoninérgico y el
sistema MCHérgico se desprende de los antecedentes mencionados al comienzo de este trabajo.
Como ya se menciond la MCH participa en la regulacién del ciclo sueio vigilia y en los estados
de 4dnimo, ya que al microinyectarse MCH en el NDR se promueve el suefio REM y genera

comportamientos pro-depresivos en las ratas (Lagos et al. 2009, 2011).
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Particularmente a nivel celular, la MCH tiene un caracter inhibitorio a nivel presinaptico, lo cual
fue constatado en neuronas glutamatérgicas y GABAérgicas del hipotdlamo (Gao & van den Pol
2001). Pero, iqué efecto ejerce la MCH sobre las neuronas serotoninérgicas del NDR?

Debido a que en el estudio de Devera se constatd que la actividad de descarga de las neuronas
serotoninérgicas se encuentra disminuida durante el suefio, y estan mayormente inactivas
durante el suefio REM, sugieren que las neuronas MCHérgicas, que estdn activas durante el
suefio REM inhiben a las neuronas serotoninérgicas del NDR provocando la disminucién de su
actividad durante esta etapa. De las evidencias morfoldgicas observadas en este trabajo,
nosotros podemos agregar que la acciéon de la MCH sobre las neuronas serotoninérgicas esta

posiblemente mediada por el MCHR-1 presente en las cilias primarias de dichas neuronas.

Debido a que diversos estudios muestran la importante presencia de neuronas GABAérgicas en
el NDR y que en los ensayos de deteccidon de serotoninay MCHR-1, observamos marcas positivas
para MCHR-1 en neuronas no-serotoninérgicas, decidimos estudiar si las neuronas GABAérgicas
del NDR formaban parte de este grupo de neuronas que poseen el MCHR-1 pero que no
presentan el fenotipo serotoninérgico. En un estudio donde se analizé las diferencias entre la
poblacién de células en el nucleo del Rafe de la rata, obtuvieron evidencias electrofisioldgicas,
morfoldgicas y neuroquimicas de las células del NDR, observaron que ademas de células
serotoninérgicas también existen células GABAérgicas, entre otros fenotipos neuroquimicos en
dicho nucleo (Calizo et al. 2011).

La deteccion de las neuronas GABAérgicas se realizé por IF, sobre dos grupos de tejidos. Se utilizd
un grupo de tejidos de ratas que fueron tratadas con colchicina i.c.v. La colchicina es una
sustancia que actia como desestabilizador de microtibulos y que al afectar el citoesqueleto
permite la acumulacién de las vesiculas cargadas con neurotransmisores y sus enzimas de
sintesis a nivel del soma. De esta forma se aumenta la concentracion de GABA y de su enzima
GAD, en un Unico sitio y la nitidez de la marca mejora, tal como fue observado por Stamp y

Semba en 1995; y Bombardi en 2012.

Observamos diferencias cualitativas tanto en las marcas de las neuronas GABAérgicas como en
las del MCHR-1 entre ambos grupos de tejidos. En los tejidos sin tratar con colchicina, se observé
la marca del MCHR-1 en su tipica conformacidon ya observada, desde el soma de algunas
neuronas GABAérgicas en el NDR.

En el grupo pre-tratado con colchicina, la marca del MCHR-1 similar a la observada en los cortes

sin colchicina solo se logra visualizar en regiones de la corteza cerebral, donde no se observan
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somas de neuronas GABAérgicas, sino que parecerian visualizarse botones sinapticos que
contienen GABA, como ya se menciond en los resultados.

En el NDR de tejidos pre-tratados con colchicina no se observaron marcas positivas para el
MCHR-1, pero si se observaron neuronas GABAérgicas nitidamente marcadas. En otro estudio
donde también pre trataron las ratas con colchicina para observar las neuronas GABAérgicas
con mayor nitidez notaron una disminucion de la densidad de fibras MCHérgicas (Urbanavicius
et al. 2016).

Quizas esa observacion del estudio anterior también se dio en los tejidos que se utilizaron en
este trabajo (por mas de que las fibras MCHérgicas no fueron identificadas) y esto afectd la
distribucion del MCHR-1.También puede haber sucedido que la colchicina ejercié mayor efecto
en las zonas donde no se logra visualizar el MCHR-1 de su forma habitual, sino que se observa
como un puntillado (ya observado en los protocolos previos al de amplificacién de seial del
MCHR-1). Se podria sugerir que la colchicina penetré en mayor medida en las profundidades del
cerebro de la rata, afectando la estructura de las cilias primarias a nivel del NDR y del hipocampo,

lo que hizo que el MCHR-1 dejara de detectarse en ellas.

En conclusidn, fue posible detectar por IF la presencia del MCHR-1 en neuronas GABAérgicas. En
el mismo estudio donde se comprobd que el MCH-ROD era internalizado por neuronas
serotoninérgicas, también se comprobd que este conjugado era internalizado por neuronas
GABAérgicas (Devera et al. 2015). Ademas también se constato el contacto de fibras MCHergicas
con neuronas GABAérgicas del NDR en ratas, por lo que la MCH estaria ejerciendo también un
efecto modulador sobre el sistema GABAérgico (Urbanavicius et al. 2016).

Como ya se menciond la MCH ejerce un efecto inhibitorio sobre las neuronas serotoninérgicas,
pero debemos agregar que las neuronas GABAérgicas también ejercerian un efecto inhibitorio
sobre ellas (Portas et al. 1996; Nitz and Siegel, 1997; Maloney et al. 1999; Torterolo et al. 2000).
Sin embargo, Urbanavicius en el 2016 observd, por experimentos de microdialisis intracerebral,
que este efecto inhibitorio de la MCH sobre la liberacion de serotonina en el NDR se da a bajas
concentraciones de la misma, mientras que a altas concentraciones no ocurre lo mismo. A altas
concentraciones de MCH las neuronas inhibidas probablemente serian las GABAérgicas, por lo
que la MCH al inhibir a las GABAérgicas, removeria el tono GABAérgico inhibitorio sobre las
neuronas serotoninérgicas, y de esa forma, estas ultimas serian activadas (Adell 2002 et al,;
Gervasoni et al. 2000). La inhibicién de neuronas GABAérgicas producida por la MCH también

fue observada en neuronas del hipotalamo (Gao & van den Pol 2001).
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De acuerdo a lo planteado en el segundo objetivo, fue posible determinar el fenotipo
neuroquimico de las neuronas que poseen el MCHR-1 ya que se identificaron neuronas
serotoninérgicas y GABAérgicas. Esto permite la conexidon ademds de anatdmica, funcional entre
estos tres sistemas de neurotransmision.

Sin embargo, no podemos descartar que el MCHR-1 esté presente en otros fenotipos
neuroquimicos, los cuales ya se encuentra reportada su presencia en el NDR. El NDR también
posee células dopaminérgicas lo cual fue evidenciado por IHQ (Jahanshahi et al. 2013). EI NDR,
contiene ademads neuronas glutamatérgicas y nitrérgicas (Stamp & Semba 1995; Lowry et al.

2008; Calizo et al. 2011).

Conclusién

De acuerdo a los estudios y ensayos realizados en este trabajo podemos concluir que el MCHR-
1 en el sistema nervioso central de la rata, se encuentra a nivel de las cilias primarias de las
neuronas, en el hipotalamo, estriado, corteza cerebral, hipocampo y NDR. Esto fue
evidenciado tanto por IHQ por IF. Ademads, de acuerdo a la importancia que tiene el NDR para
nuestro grupo de trabajo, identificamos parte de los fenotipos neuroquimicos de las neuronas
que poseen el MCHR-1, ya que se encuentra en neuronas serotoninérgicas, GABAérgicas y
otras neuronas sin fenotipo neuroquimico identificado (ver figura resumen). Pensamos que
estas conexiones de tipo anatdmicas entre los sistemas MCHérgico, serotoninérgico y
GABAérgico en el NDR sientan bases para futuros estudios en nuestro laboratorio de caracter

funcional, por ejemplo vinculados a la fisiopatologia del desorden de depresion mayor.
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Figura resumen| Imagenes de los resultados positivos mas significativos obtenidos en este trabajo. Se observan la
deteccion del MCHR-1 y de las cilias primarias por IHQ e IF. También se visualizan fotos representativas de los ensayos
de deteccién de neuronas serotoninergicas y el MCHR-1 por IHQ e IF. Por ultimo se observa una foto representativa del
ensayo de deteccién de neuronas gabaergicas y el MCHR-1 por IF.
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Perspectivas

-Realizar ensayos de identificacion del MCHR-1 sobre tejidos tratados con MCH conjugada a
rodamina para confirmar que las neuronas MCH-ROD (+) son MCHR-1 (+). O realizar ensayos de
inmunofluorescencia anti-MCH endégena para determinar si las fibras MCHérgicas se
encuentran en las vecindades de las neuronas MCHR-1 (+), lo que evidenciaria una conexion

funcional entre esos sistemas.

-Realizar ensayos in vivo que permitan el estudio de la distribucion del MCHR-1 en distintas
condiciones, como por ejemplo frente a manipulaciones farmacoldgicas que afecten la longitud
de las cilias primarias (por ejemplo utilizando algun bloqueante del regulador negativo del
MCHR-1 (RGSS8), el cual en sobreexpresion estimula el aumento de longitud de la cilia) y

cuantificar las variaciones de longitud.

-Comparar la distribucién, localizacién y concentracién del MCHR-1 observados en una rata
normal con un modelo de depresidn, por ejemplo, luego de realizar microinyecciones de MCH
en el NDR de la rata. Sobre ese modelo de depresidon evaluar si existen diferencias entre machos

y hembras a nivel de la concentracion de fibras MCHérgicas y distribucion del MCHR-1.

-Continuar con la identificacién de los fenotipos neuroquimicos de las neuronas que poseen el
MCHR-1 en el NDR, por ejemplo dopaminérgicos y nitrérgicos y comparar su distribucién en

relacion a los serotoninérgicos y GABAérgicos.

Perspectivas técnicas

-Buscar métodos alternativos para disminuir el marcado inespecifico y la autofluorescencia.

- Realizar una tincién o inmunomarcacion para confirmar la presencia de eritrocitos en los
tejidos, por ejemplo utilizando un anticuerpo von Willebrand que detecta el factor de mismo
nombre (glucoproteina sanguinea) o un anticuerpo contra el receptor del mismo factor
(glucoproteina Ib-V-1X), que se encuentra en el endotelio. También podria utilizarse la tincion

denominada lectina de tomate especifica para vasos.

-Utilizar una solucién de buffer citrato para el proceso de recuperacion con un pH mas basico
que el de la solucién utilizada, con el objetivo de mejorar la nitidez de la marca de algunos

antigenos.
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Anexo

Tabla 2| Anticuerpos primarios y secundarios utilizados en los ensayos de IHQ, con sus
respectivos huéspedes, concentraciones y compaiiia.

Anticuerpo primario

Goat anti-MCHR-1 (1:1000, Santa Cruz

Biotechnology)

Mouse anti-NeuN (1:500, Millipore)

Mouse anti-tubulina acetilada (1:500,

1:1000 Sigma Aldrich)

Rabbit anti-ACIIl (1:500, 1:1000, Santa
Cruz)

Rabbit anti-5HT (1:5000, Immunostar)

Anticuerpo secundario

Donkey anti-goat biotinilado (1:600,

Jackson Inmunoresearch)

Donkey anti-mouse biotinilado (1:600,

Jackson Inmunoresearch)

Donkey anti-mouse biotinilado (1:600,

Jackson Inmunoresearch)

Donkey anti-rabbit biotinilado (1:600,

Jackson Inmunoresearch)

Donkey anti-rabbit biotinilado (1:600,

Jackson Inmunoresearch)
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Tabla 3| Anticuerpos primarios y secundarios utilizados en los ensayos de IHQ, con sus respectivos huéspedes, concentraciones y

compaifiia.
Anticuerpo secundario

Anticuerpo primario

488-Alexa Fluor Donkey anti-goat (1:1000) (1:250), (1:500 y

Goat anti-MCHR-1 policlonal (1:500,Santa Cruz Biotechnology)
1:1000)

(1:250)
Donkey anti-goat biotinilado (1:600, Jackson Inmunoresearch)

Goat anti-MCHR-1 policlonal

(1:1000, Santa Cruz Biotechnology) y Streptavidina conjugada con *555 (1:2000, Molecular

Probs)

Mouse anti-NeuN (1:200, 1:500, Millipore) 488-Alexa Fluor Donkey anti-mouse (1:1000) (1:1500)

Mouse anti-tubulina acetilada (1:500, 1:1000 Sigma Aldrich) 488-Alexa Fluor Donkey anti-rabbit (1:1000), Donkey anti-
mouse biotinilado (1:600, Jackson Inmunoresearch),

Streptavidina conjugada con *555 (1:1500, Molecular Probs )

Goat anti-ARL13B (1:500, 1:2000, Santa Cruz) Donkey anti- goat biotinilado (1:600, Jackson
Inmunoresearch), Streptavidina conjugada con *555 (1:2000,

Molecular Probs)

Rabbit anti-AClll (1:500, 1:1000, Santa Cruz) Donkey anti-rabbit biotinilado (1:600, Jackson
Inmunoresearch), Streptavidina conjugada con *555 (1:2000,
Molecular Probs), Streptavidina conjugada con FITC (1:300),

Streptavidina conjugada con *488 (1:2000, Invitrogen)

Rabbit anti-5-HT (1:1000; Immunostar) (1:500) 488-Alexa Fluor Donkey anti-rabbit (1:1000)

Goat anti-5-HT (1:500, 1:250) 488-Alexa Fluor Donkey anti-goat (1:1000)

Mouse anti-GAD67 (1:500, Millipore) 488-Alexa Fluor Donkey anti-mouse (1:1000)
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