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Resumen

El suefio es un proceso vital altamente conservado en mamiferos y otros
animales, que se puede dividir en dos grandes etapas: el suefio REM y el sueno
no-REM (NREM). Estas etapas estan reguladas por complejos circuitos neuronales.
Dentro de las dreas que regulan el suefio NREM, el area predptica (POA) y en particular
el nucleo ventrolateral del POA (VLPO) es un nucleo clave. Sin embargo, aun no hay
consenso sobre su localizacidon y delimitacién precisa. A su vez, el sistema MCHérgico
(MCH, de Hormona Concentradora de Melanina), cuyos somas se encuentran en el
hipotalamo posterior y tiene gran proyeccién a diversas areas del cerebro, ha sido
fuertemente vinculado a la modulacién del suefio, aunque su relaciéon con el VLPO ha
sido poco estudiada. Asimismo, las neuronas del POA son capaces de expresar MCH
Unicamente durante la lactancia. En el presente trabajo nos propusimos delimitar el
VLPO a través de sus aferencias MCHérgicas en diferentes especies de mamiferos y
géneros. Para cumplir con dicho objetivo, realizamos inmunohistoquimica para
detectar MCH, en cortes correspondientes al area predptica (POA) de cerebros de
ratas macho y hembras lactantes. Ademas, analizamos cortes histoldgicos de cerebro
de gato, en la regidén del drea predptica, previamente obtenidos y tratados con
inmunohistoquimica para MCH.

Observamos que el VLPO de ratas (tanto machos como hembras lactantes)
muestra una gran inervacion MCHérgica, que lo diferencia de las regiones adyacentes.
Sin embargo, se ve una distribucién difusa de las fibras MCHérgicas en el drea
predptica de gato. En base a esto, concluimos que es posible delimitar
estructuralmente al nucleo VLPO en ratas a través de dichas fibras, tanto en hembras
como machos. Sin embargo, la delimitacidn del VLPO utilizando las fibras MCHérgicas
en gato no es clara, ya que no hay un contraste evidente entre sus areas adyacentes,
por lo que se deberd continuar investigando otras técnicas para su delimitacion.

Los resultados obtenidos contribuyen al conocimiento de la neurobiologia del
sueno y del sistema MCHérgico, lo cual permitira sentar las bases para lograr

comprender diversos trastornos de sueifio que afectan a gran parte de la sociedad, y




gue estan asociados a una amplia gama de condiciones médicas y psiquiatricas.

Palabras clave: Suerio, Hormona Concentradora de Melanina, Nucleo Ventrolateral del

Area Predptica.




1.Introduccion

El suefio puede definirse como un estado comportamental reversible donde la
respuesta y la interaccién con el medio se encuentran disminuidas. Es un proceso vital,
gue se encuentra altamente conservado en mamiferos y otros animales. La
comprensiéon de los circuitos que subyacen al suefio es de vital importancia para la
sociedad, ya que su incremento es uno de los mecanismos que el organismo utiliza
para lidiar con diversas patologias. La privacion crénica del suefio provoca lapsus de
atencion, inestabilidad emocional, aumento de la sensibilidad al dolor, trastornos
metabdlicos y cardiovasculares, disfuncidon inmune y, en casos extremos, la muerte
(Basner y col., 2013, Irwin y Opp, 2017, Tobaldini y col., 2017, W. J. Joiner, 2016).
Ademas, en los ultimos afios se ha acumulado evidencia que sugiere el rol del suefio en
el inicio y la progresion del cancer, principalmente cancer de mama (Walker y Borniger,
2019). En humanos, tiene un fuerte impacto en la vida social, ya que un suefio
adecuado es esencial para lograr una funcién cognitiva adecuada, estando la falta de
éste implicada en los desastres industriales mdas importantes, asi como en accidentes

automouvilisticos y laborales (Brown, 2012).

1.1. Caracteristicas del suefo y la vigilia

Durante la vigilia existe una interaccién dptima con el ambiente que nos
permite desarrollar diversos comportamientos necesarios para la supervivencia. En el
ser humano, la vigilia se acompafa de conciencia del medio que nos rodea y de ciertos
estimulos generados internamente. En cambio, el suefio se caracteriza por una
disminucion de la interaccion con el ambiente, un aumento del umbral de reaccién a
estimulos externos, una disminuciéon de la actividad y tono muscular, asi como la
adopcién de una posicién adecuada para conservar el calor corporal (Carskadon y
Dement 2011). En la mayoria de los mamiferos se distinguen dos grandes etapas en el
sueiio: el suefio REM, del inglés: “rapid eye movements”, y el suefio no-REM (NREM) o
suefio de ondas lentas (Carskadon, 2005). La vigilia y las dos etapas del suefio estan

reguladas por complejos circuitos neuronales, los cuales interactian entre si para dar




como resultado un estado comportamental determinado. Los grupos neuronales que
generan la vigilia se conocen como sistemas activadores, mientras que los que generan
suefio se denominan sistemas somnogénicos. Una de las teorias de la generaciéon de
cada estado sugiere que estos grupos neuronales se inhiben entre si, de forma tal que
para generar la vigilia las neuronas activadoras inhiben a las somnogénicas, y viceversa

(Sapery col., 2005).

Vigilia

En 1930, estudios realizados por Von Economo llevaron a postular la existencia
de un sector del encéfalo que mantenia el cerebro en vigilia, localizado en el
mesencéfalo y el hipotalamo posterior (Von Economo, 1930). Afios después, Moruzzi y
Magoun (1949) observaron que este efecto era mediado por una via ascendente,
relacionada con la vigilia, que comenzaba en la protuberancia rostral y transcurria a
través de la formacion reticulada mesencefdlica (Moruzzi y Magoun, 1949). Asi, el
sistema reticular activador ascendente (SRAA) fue identificado y definido como un
sistema neuronal localizado en el area central del tronco encefdlico y que enviaba
proyecciones ascendentes al cerebro anterior, necesarias y suficientes para el

mantenimiento ténico de la activacion cortical y el estado comportamental de la vigilia.

Sueiio REM

En forma periddica, y siempre precedido del suefio no-REM (en adultos), se
ingresa en el estado de suefio REM. A pesar de que el suefo es profundo, el
electroencefalograma (EEG) es similar al de vigila, por eso también se denomina
“suefio activo” o “suefio paraddjico”. Esta etapa, donde ocurren los ensuefios, se
acompafa de una atonia muscular y de cambios fasicos de la actividad autondmica
(Torterolo y Vanini 2010).

Los circuitos de regulacion del suefio REM estan distribuidos por distintas zonas
del tronco encefalico e hipotalamo, e involucran una variedad de neurotransmisores y
neuropéptidos (Héricé et al, 2019). Existe una red neuronal fundamental para la

generaciéon de suefio REM, ubicada en la formacién reticulada mesopontina (Siegel,




2011). Dentro de esta regidén, las neuronas colinérgicas del nucleo tegmental
laterodorsal y peduinculo-pontino (LDT-PPT), asi como las neuronas glutamatérgicas del
nucleo pontis oralis (NPO, que se considera el drea ejecutiva para la generacién del
sueno REM) estan activas durante el suefio REM, mientras que las neuronas
noradrenérgicas del locus coeruleus (LC) y las neuronas serotoninérgicas de la RD y MR
suprimen su activacion (Monti, 2010 ; Siegel, 2011 ; Brown et al., 2012 ; Chase, 20133;
Boucetta et al., 2014). La red neuronal mesopontina que genera el suefio REM esta
fuertemente modulada por los sitios del prosencéfalo, que reciben importantes
proyecciones MCHérgicas e hipocretinérgicas del hipotalamo (Torterolo et al., 2009b ,
2013).

Las estructuras clave que generan la atonia muscular del suefio REM son el
nucleo subcoeruleus en el tegmento mesopontino y la formacion reticular de la
médula medial ventral. Utilizando entradas glutamatérgicas, GABAérgicas vy
glicinérgicas, las proyecciones directas e indirectas de estas dos areas inhiben las
motoneuronas de la médula espinal, lo que resulta en la atonia muscular caracteristica

en el sueio REM. (Iranzo, 2018)

Suefio no-REM

El suefio no-REM (NREM), también llamado “sueno de ondas lentas” o “suefio
lento”, se caracteriza por presentar un EEG con ondas de baja frecuencia y alta
amplitud, asi como husos de suefio, ambos generados por una actividad sincronizada
de neuronas taldmicas y corticales. Este estado se acompafia, ademas, de un aumento
ténico de la actividad parasimpatica que determina cambios caracteristicos de la
actividad visceral (Torterolo y Vanini, 2010).

Von Economo (1930), ademas de postular la existencia de un sector del
encéfalo que mantenia la vigilia, detectd un sector anterior del hipotdlamo relacionado
con el suefio. Posteriormente, dicha area fue denominada drea predptica (POA;
Swanson y col., 1987) y una gran diversidad de trabajos han mostrado la importancia
de esta area en la regulacién y generacidon de suefio (Gaus y col., 2002; Gong y col.,

2004; Guvilia y col., 2006a; Gvilia y col., 2006b; Suntsova y col., 2007; Benedetto y col.,




2012,2013). A pesar que en la mayoria de las areas del cerebro estudiadas el suefio
NREM estd asociado a un decremento de la descarga neuronal y de la actividad
metabdlica (Shiromani y col., 1999), el POA es uno de las pocas areas donde la
actividad de algunos grupos neuronales estd incrementada en esta etapa (Eguchi y

Satoh, 1980).

1.2. Nucleo ventrolateral del drea predptica

Un progreso significativo en la caracterizacion de la neuroanatomia y la
neuroquimica de las neuronas hipotalamicas involucradas en la regulacién de sueio, se
ha logrado mediante el uso de métodos de inmunohistoquimica para factores de
transcripcién como el c-fos y c-jun, que permiten el mapeo de neuronas activas a una
escala mayor que la que es posible con electrofisiologia de registro unitario de
neuronas (Cirelli et al., 1995; Cirelli y Tononi, 2000; Gong et al., 2004). En este sentido,
Sherin y col. (1996), utilizando la deteccion inmunohistoquimica de la proteina Fos
como indice de actividad neuronal, identificaron por primera vez un grupo de
neuronas activas durante el suefio en el nucleo ventrolateral del area predptica
(VLPO). Especificamente, identificaron una poblacién de neuronas en el VLPO que su
actividad aumenta directamente proporcional al tiempo de suefio durante la hora
previa a la eutanasia del animal (Sherin y col., 1996). Esto concuerda con estudios
electrofisiolégicos que muestran que las neuronas activas en el suefo, con tasas de
disparo de dos a tres veces mas rapido durante el suefio que durante la vigilia, son
particularmente numerosas en el VLPO (Alam y col., 1995; Szymusiak y col., 1998).
Ademas, se ha observado que las lesiones especificas de somas neuronales en esta
area generan insomnio duradero y profundo (Lu y col.,, 2000) y la reduccion de su
tamaio con la edad puede explicar los déficits de suefio en los humanos ancianos

(Gaus y col., 2002).

Localizacion del VLPO: diferentes marcadores y modelos animales
Como se menciond anteriormente, la primera identificaciéon del VLPO en ratas

fue a partir de una deteccién inmunohistoquimica de la proteina Fos (Sherin y col.,




1996). Posteriormente, Gaus y col (2002) vieron que un alto porcentaje de las

neuronas del VLPO activas durante el suefo colocalizan con el neuropéptido galanina

en roedores y gatos. Por esta razén, Gaus y col. (2002) plantearon un método para

identificar el 4rea predptica ventrolateral del cerebro de mamiferos, a partir de la

expresion de galanina. Sin embargo, en ambas investigaciones se trabaja a partir de

actividad neuronal, y la delimitacién del ndcleo se ha realizado a través del conteo de

estas neuronas activas. La falta de un marcador especifico de dicha drea ha generado

gue existan diferencias con respecto a la localizacion, el tamafio y la forma del VLPO

(ver Tabla 1) y por lo tanto su funcidn aun no esta del todo esclarecida.

Tabla 1- Diferencias en la forma y tamafio del nucleo VLPO de rata, segun distintos

grupos de investigacion.

Articulo Forma Tamaiio (um)

Sherin y col. (1996) Rectangulo 300x600

Gong y col. (2000) Rectangulo 300x700
Triangulo

Gaus y col. (2002) 300x300
equilatero

Chou y col. (2002) Circulo 100-300

Luy col. (2002) Cuadrado 300x300

Deurveilher y col (2002; 2006) Tridngulo 400x300

Modirruosta y col. (2004) Cuadrado 125x125

Gallopin y col. (2004) Triangulo 400x300

Peterfi y col. (2010) Cuadrado 300x300

El uso de la proteina Fos como un marcador efectivo de la activacién neuronal

requiere periodos de entre 60 y 90 minutos previos a la eutanasia del animal, lo que

equivale a periodos prolongados y consolidados de suefio y vigilia. Sin embargo, una de

las especies mas utilizada para estudios de sueno en la actualidad es la rata, aunque
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presenta ciclos cortos de suefio (Cerri y col., 2005). Por esta razén, para estudiar las
areas de suefo utilizando esta proteina, es necesario disefiar experimentos con
privacion y rebote de suefio, y asi lograr periodos de suefio requeridos. A diferencia de
la rata, en el gato si se encuentran estos periodos prolongados y consolidados de
sueno vy vigilia espontdneamente, razén por la que puede considerarse una especie
ideal para estudiar estos estados utilizando dicha tecnologia (Dragunow y Faull, 1989;
Morgan y Curran, 1991; Yamuy y col., 1993; Torterolo y col., 2003; Torterolo y col.,
2009). Sin embargo, desde el punto de vista técnico, es importante tener en cuenta
gue su principal limitacién es que no todas las neuronas que se activan expresan Fos,
por lo tanto, algunos grupos neuronales activos podrian no evidenciarse.

De manera interesante, la mayoria de los estudios de suefio son realizados en
machos. Sin embargo, la hembra tiene diferencias anatomofuncionales en diversas
areas del cerebro, especificamente durante una etapa particular como lo es la
lactancia. Durante este periodo existen multiples cambios fisiolégicos en la madre,
tanto centrales como periféricos, que la hacen Unica en su fisiologia (Pereira y Morrell,
2009; Bridges, 2008). En particular, existen cambios en varios circuitos de areas criticas
para la generacion de suefo, como es el POA (Pereira y Morrell, 2009; Rondini y col.,
2010; Benedetto y col., 2018). Por esta razén, podrian existir variaciones en cuanto a la

delimitacion de un nucleo localizado dentro de esta area.

1.3. Hormona Concentradora de Melanina

La Hormona Concentradora de Melanina (MCH) es un péptido de 19
aminodcidos que fue inicialmente caracterizado como una hormona que mediaba
cambios de color en los peces teledsteos (Kawauchi y col., 1983), y posteriormente
identificado como neuromodulador en mamiferos (Skofitsch y col, 1985; Bittencourt y
col., 1992; Forray, 2003; Shi, 2004). La funcidn bioldgica de la MCH es mediada por dos
receptores conocidos como MCH-R1 y MCH-R2, aunque el MCH-R2 es expresado
Unicamente en carnivoros, monos y seres humanos (Forray, 2003; Shi, 2004; Tan y col.,
2002).

La MCH se sintetiza en neuronas cuyos somas estan localizados en el
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hipotalamo posterolateral y la zona inserto-hipotalamica, las cuales proyectan a
diversas regiones del sistema nervioso central (Torterolo y col., 2006, 2009; Monti y
col., 2013). De particular interés para el presente trabajo, este sistema proyecta
densamente a regiones activadoras y somnogénicas (Monti y col., 2013; Torterolo y
col., 2014); como ser el nucleo tuberomamilar del hipotdlamo, el area tegmental
ventral (VTA), la sustancia gris periacueductal, el locus coeruleus (LC), el nucleo pontis
oralis (NPO), el nucleo tegmental laterodorsal y pedinculopontino (LDT-PPT), el nicleo
dorsal del rafe (DR) y area predptica del hipotdlamo (Bittencourt, 1992; Bittencourt y
col., 2002; McGregor y col., 2005; Torterolo y col., 2009; Torterolo y col., 2010) .

La conservacién de la estructura de la MCH entre distintas especies sugiere que
estd involucrada en procesos fisioldgicos importantes (Torterolo y col.,, 2010). Las
principales funciones que se atribuyen a la MCH son la regulacidon de la ingesta y
balance energético, de los estados emocionales, y el control del ciclo sueno-vigilia
(Monti, 2013; Torterolo, 2010). Vinculado a lo ultimo, existen evidencias que el dicho
sistema estaria involucrado en la fisiopatologia de la depresién (Torterolo y col., 2015).
Por otro lado, se ha visto que la expresién de ARNm de MCH vy su sintesis peptidica se
inducen transitoriamente durante la lactancia en neuronas del drea predptica medial
(mPOA), una regidon que no expresa MCH en ratas macho o hembras no lactantes
(Rondini y col., 2010; Knollema y col., 1992).

Son varios y sustantivos los datos que sugieren que el sistema MCHérgico juega
un papel en el control del suefo. En este sentido, la MCH promueve tanto el suefo
REM como el NREM (Torterolo y col, 2003a; Verret y col, 2003; Lagos y col., 2009,
Hassani y col., 2009; Peyron y col, 2009; Torterolo y col, 2011). Se ha observado que
microinyecciones de MCH en el cerebro anterior, en la formacion reticular pontina
dorsal y el rafe dorsal aumentan especificamente las cantidades de suefio REM (Monti
y col. 2016, 2015; Luppi y col., 2013; Lagos y col., 2012). Sin embargo, el tratamiento
local de MCH en el VLPO, promueve especificamente el suefio NREM (Benedetto y col.,

2013). Esto evidencia la especificidad del area y de la funcién de la MCH en la misma.
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2. Descripcidn del problema de investigacion

A pesar de que el VLPO es un area clave en el control del suefio, su delimitacién
aun no es clara y varia segun los diferentes estudios. A su vez, el sistema MCHérgico ha
sido fuertemente vinculado a la modulacién del suefo, pero su relacidon con el VLPO ha
sido poco estudiada. Profundizar sobre dicha relacién, puede ser un punto de partida
para generar mas conocimientos en relacidn a este nucleo hipotaldmico y su rol en

comportamientos vitales, como lo es el ciclo de suefo-vigilia.

3. Hipotesis
La presencia de fibras MCHérgicas detectadas por inmunohistoquimica seria un

marcador adecuado para delimitar el area del ndcleo VLPO en rata y gato.

4. Objetivos

4.1. Objetivo General
Delimitar el area del VLPO en cortes coronales de cerebro de rata y gato,
mediante la presencia de fibras MCHérgicas detectadas por inmunohistoquimica

anti-MCH.

4.2. Objetivos Especificos

a. Delimitar el VLPO mediante la inervacion de las fibras MCHérgicas en ratas
machos adultos (Rattus norvergicus).

b. Delimitar el VLPO mediante la inervacién de las fibras MCHérgicas en ratas
hembras lactantes (Rattus norvergicus).

c. Delimitar el VLPO mediante la inervacion de fibras MCHérgicas en gatos (Felis

domesticus).

5. Metodologia
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5.1. Instalaciones
Los experimentos se realizaron en el Laboratorio de Neurobiologia del Suefioy
Laboratorio de Neurotransmisién Peptidica, ambos del Departamento de Fisiologia, de

la Facultad de Medicina, UdelaR.

5.2. Animales de experimentacion

Ratas

Se utilizaron ratas (Rattus norvegicus) macho y hembras lactantes (dia
postparto 14) de la cepa Wistar de aproximadamente 3 meses de edad, de 250-300 gr
de peso.

Los protocolos experimentales realizados (N° 071140-000178-12) han sido
aprobados por la Comisidn Honoraria de Experimentaciéon Animal de la Universidad de
la Republica de Uruguay y fueron realizados de acuerdo con la “Guia para el uso y
cuidado de animales de laboratorio” (8th edition, National Academy Press,

Washington, DC, 2011).

Gatos

Los cortes histologicos que se utilizaron para el analisis en gatos fueron
obtenidos a partir de cerebros de gatos machos adultos (Felis domesticus) previamente
procesados en el laboratorio. Los protocolos experimentales fueron realizados de
acuerdo con la “Guia para el uso y cuidado de animales de laboratorio” (8th edition,

National Academy Press, Washington, DC, 2011).

5.3. Sesiones experimentales

Ratas

Se utilizaron cuatro ratas macho y cuatro hembras lactantes de la cepa Wistar.
Luego de una sobredosis anestésica, los animales fueron perfundidos con solucién

salina heparinizada y posteriormente con paraformaldehido al 4 %. Finalizada la
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perfusion, los cerebros fueron removidos, congelados y posteriormente se realizaron
cortes coronales seriados a 30 um en un criostato.

Con el fin de detectar las fibras MCHérgicas en el POA, las secciones que
contenian esta regién fueron seleccionadas y procesadas mediante
inmunohistoquimica. Para ello, los cortes fueron incubados en libre flotacién durante
la noche, con el anticuerpo primario (1:10000) de conejo anti-MCH (Solucién madre 1:
10) en buffer fosfato salina (PBS), Triton (PBS/T) y suero normal de burro (NDS; 3%).
Luego, las secciones fueron lavadas e incubadas durante 90 minutos con anticuerpos
de burro biotinilado anti-conejo (1: 600) en PBS/T 0,3%, ademas de NDS (3%; 1:2).
Después de otro lavado, los cortes se incubaron en el complejo avidina-biotina (ABC; 1:
300) durante 60 min. Seguido de un nuevo lavado, fueron expuestos a
diaminobencidina (DAB; 0,02%) y perdxido de hidrogeno (0,003%). Luego de tres
minutos se cortd la reaccidén con agua destilada. Por Ultimo, se montaron los cortes y

se dejaron secar durante 48 hs.

Gatos

Se utilizaron cortes histolégicos a partir de 3 gatos machos adultos previamente
procesados en el laboratorio.

Todos los animales fueron sacrificados con una sobredosis de pentobarbital
sédico (60 mg / kg) y perfundidos para el procedimiento inmunohistoquimico
posterior. Los cerebros fueron extraidos, congelados y posteriormente cortados
serialmente en criostato en sentido coronal a 20um.

Con el fin de identificar inmunorreactividad para la MCH, las secciones se
incubaron durante la noche con el anticuerpo primario de conejo anti-MCH (Phoenix
Pharmaceuticals, 1: 4000) y NDS(3%). Luego, las secciones se enjuagaron y se
incubaron durante 90 min con el anticuerpo de burro biotinilado anti-conejo (1: 300) y
NDS. Luego de otro enjuague, el tejido se incubd en el complejo ABC (1: 200) durante
60 min y luego se expuso a (0,02%) y perdxido de hidrégeno (0,0015%; Torterolo y col.,
2006).
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5.4. Andlisis de los resultados

Andlisis cualitativo de las fibras MCHérgicas

Camara Lucida

Los cortes histoldgicos fueron examinados por microscopia dptica. A partir de
éstas, se tomaron microfotografias con una camara digital SPOT montada en un
microscopio Olympus BH-2. Las imagenes fueron analizadas utilizando los softwares
Adobe Photoshop e lllustrator®. Mediante el uso del software Adobe Photoshop CC se
obtuvieron las imagenes compuestas de microfotografias de las secciones histoldgicas,
con un rango de 200 a 350 microfotografias por imagen. Utilizando el software Adobe
[llustrator, y en base a las imagenes compuestas, que representan cortes histoldgicos,
se realizaron las camaras llcidas. Para esto, se utilizan herramientas de dibujo que
permiten delinear cada fibra o elemento que se observa en las imagenes. A partir de
esta herramienta se puede mapear las estructuras detectadas en base a la
inmunohistoquimica, en este caso, las fibras MCHérgicas presentes en los cortes de
POA.

Andlisis cualitativo

Para determinar la cantidad relativa de fibras MCHérgicas, adecuamos la
metodologia utilizada por Bittencourt (1992). Se realizé una escala de 6 puntos, donde

o n

asigné el signo a la completa ausencia de tincidn, “+” a los elementos muy
dispersos, y “+++++” a la mayor densidad de fibras observadas; con los

correspondientes valores intermedios.

6. Resultados

6.1. Descripcion general de fibras MCHérgicas en POA
Como se muestra en la Figura 1y 2, tanto en gatos como en ratas, existen fibras
MCHeérgicas a lo largo del POA, con diferencias de acuerdo a sus distintos nucleos

vinculados al suefo: el nicleo mediano del area predptica (MnPQO), mPOA y el VLPO.
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Rata

Como se muestra en la Tabla 2 y la Figura 1, no se observé ausencia total de
marcado inmunohistoquimico para MCH en ninguno de los nucleos. Se observa como
zona de mayor dispersién (menos densidad de fibras) al MnPO (+), y un leve aumento
de las fibras (++) en el mPOA; tanto en rata como en gato. Sin embargo, los resultados
muestran diferencias en el VLPO de ambas especies. En el VLPO de rata se observa un
notorio aumento de la densidad de fibras MCHérgicas con respecto a sus zonas

adyacentes (+++++).

Figura 1- Distribucion de las fibras MCHérgicas en el POA de rata. A- Cdmara lucida de un
corte coronal a 30um de cerebro de rata, en la zona correspondiente al area predptica, que
muestra la distribucion de las fibras MCHérgicas en dicha area. B- Detalles de la distribucion de
las fibras MCHérgicas en el nucleo MnPO; C- Detalles de la distribucion de las fibras
MCHérgicas en el mPOA; D- Detalles de la distribucion de las fibras MCHérgicas en el nucleo

VLPO. Barra de calibracién de A: 200um; B, Cy D: 50um.
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- mPO

MnPO
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Figura 2- Distribucion de las fibras MCHérgicas en el area predptica de gato. A-Camara lucida de un

corte coronal del drea predptica de gato, que muestra la distribucidn de las fibras MCHérgicas en dicha

area. B- Microfotografia del nucleo MnPO. C- Microfotografia del mPOA. D- Microfotografia del VLPO.

Calibracion de A: 500um; B, Cy D: 50um.

Tabla 2- Densidad de fibras MCHérgicas en el POA de rata y gato, en distintos nucleos

vinculados al suefo

Nucleo del POA

Densidad de fibras MCHérgicas

vinculados al sueiio Rata Gato
MnPO + +
mPOA ++ ++
VLPO +++++ +++
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6.2. VLPO en ratas

La camara lucida obtenida a partir de las microfotografias de los cortes seriados
de cerebro de rata, en la zona correspondiente al POA, muestra la distribucidn de las
fibras MCHérgicas en dicha zona. Tanto en las microfotografias como en la camara
[Ucida, el VLPO muestra una gran inervacién MCHérgica, que lo diferencia de las
regiones adyacentes, las cuales presentan una escasa inervacién de dichas fibras
(Figura 1). Estas diferencias entre el VLPO y las zonas adyacentes permitirian trazar una
linea entre ambas zonas (Figura 3). Estas caracteristicas se observan tanto en machos

como en hembras lactantes.
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Figura 3. Detalle de las fibras MCHérgicas en el VLPO de rata hembra lactante con delimitacion:

Microfotografias representativas del area ventrolateral del predptica de ratas hembras lactantes. Barras

de calibracién: A: 100 um B: 50 pm.
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Fig 4-Detalle de las fibras MCHérgicas en el VLPO de rata hembra lactante: Microfotografias
representativas del drea ventrolateral del predptica de ratas hembras lactantes. En A y B se puede

observar una mayor densidad de fibras MCHérgicas del VLPO, en relacién a sus zonas adyacentes. C:

Detalles de las fibras MCHérgicas del VLPO. Barras de calibracion: A: 100 um B, C: 50 um.
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Figura 5- Detalle de las fibras MCHérgicas en el nticleo ventrolateral del area predptica de rata macho.

Microfotografia representativa del VLPO de rata macho. Barra de calibracién: 50 um.

6.3. VLPO en gatos

Las diferencias en la distribucién de las fibras MCHérgicas en el POA de cerebro
de gato es menos clara que en la rata (Tabla 2). Se ve una distribucion difusa de estas
fibras, con leve aumento de su densidad en algunas regiones, sin que la inervacién

MCHérgica ponga en evidencia la diferencia entre distintos nucleos ( Figura 2).
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Figura 6- Detalle de las fibras MCHérgicas de la region correspondiente al VLPO de gato.

Microfotografia representativa del VLPO de gato. Barra de calibracién: 50 um.

Tanto en la camara lucida como en las microfotografias correspondientes al
VLPO de gato, puede observarse que las fibras MCHérgicas se encuentran dispersas,
gue no delimitan un area o nucleo en particular, como si sucede en la rata (Figura 2y

6).
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7. Discusion

7.1. VLPO en ratas

Logramos evidenciar cualitativamente la densidad de las fibras MCHérgicas
presentes en el VLPO de la rata, tanto en machos como en hembras lactantes. En
relacion a esto, Bittencourt y col (1992), realizaron una caracterizacion
inmunohistoquimica de la hormona MCH en el cerebro de rata (Bittencourt y col.,
1992), donde se evalud la abundancia relativa de las fibras MCHérgicas en las distintas
regiones del cerebro de este animal. Sin embargo, con respecto al POA evaluaron al
MnPO (+), mPOA (++) y al drea preodptica lateral (+++), y no al VLPO, ya que dicho
nucleo fue caracterizado posteriormente (1996) a los experimentos de Bittencourt
(1992).

Nuestros resultados no evidencian una completa ausencia de tincidon en
ninguno de los nucleos estudiados. Estos datos coinciden con los de Bittencourt (1992)
en el MnPO, ya que se muestran como zona de mayor dispersion (menos densidad de
fibras; representado como “+” en ambas investigaciones), y en el mPOA, que muestra
un leve aumento de las fibras (++). Sin embargo, se observa un notorio aumento de la
densidad de fibras MCHérgicas en el VLPO con respecto a sus zonas adyacentes
(+++++).

Existe una investigaciéon previa (Murray y col.,, 2006) que muestra en sus
resultados una imagen del POA con inmunofluorescencia para MCH, donde se observa
claramente el VLPO, de una manera muy similar a lo encontrado en nuestros
resultados. Aparece un nucleo claro, con una densidad de fibras MCHérgicas
diferencial con respecto a las dreas adyacentes. Sin embargo, dicho resultado no es
discutido ni mencionado por los investigadores, ni en trabajos posteriores. Es por lo

gue este trabajo seria el primero en proponer una delimitacién precisa del VLPO.

¢Como representar al VLPO?
Distintos investigadores han utilizado cuadros de conteo para la cuantificacion

de neuronas en el VLPO (Sherin y col., 1996; Gong y col., 2000; Gaus y col., 2002; Chou
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y col., 2002; Lu y col., 2002; Deurveilher y col., 2002; 2006; Modirruosta y col., 2004;
Gallopin y col., 2004; Peterfi y col., 2010; Scammell y col., 2001). Esto ha hecho que las
representaciones de esta drea sean muy variables de un grupo de investigacién a otro
(Tabla 1), con diferencias en forma, tamafo, y en consecuencia algunas diferencias en
su localizacidn, inclusive dentro de una misma especie.

Sin embargo, en este trabajo proponemos una delimitacidn estructural, tanto
para ratas machos como para hembras lactantes. La eleccidén de las hembras lactantes
se debid a las diferencias anatomofuncionales que las hembras experimentan en este
periodo. Tanto el sueifio como la maternidad son comportamientos fundamentales
para la supervivencia del individuo y la especie, por lo que es de sumo interés el
estudio de dareas cerebrales involucradas en estos comportamientos. Con la evidencia
de que existen cambios en varios circuitos de dareas criticas para la generacién de
suefio, como es el POA (Pereira y Morrell, 2009; Rondini y col., 2010; Benedetto y col.,
2018), pensamos que podrian existir variaciones en relacion al presente estudio, en
cuanto a la delimitacién de un nucleo localizado dentro de esta area. Sin embargo, no

encontramos diferencias estructurales con respecto a los cerebros de rata macho.

Técnicas para la identificacion

Como se ha mencionado antes, el VLPO fue originalmente descrito como una
zona que se activaba durante las horas de luz de la rata (noche subjetiva), utilizando la
proteina Fos como indice de actividad neuronal (Sherin y col., 1996). Algunos afios
después, con el fin de ampliar la identificacion del VLPO en otras especies de
mamiferos, incluido los humanos, Gaus propone al neuropéptido galanina como un
marcador quimico util para células activas durante el suefio en el VLPO (Gaus y col.,
2002). Sin embargo, la inmunolocalizacion de la galanina por inmunohistoquimica
requiere un tratamiento previo con colchicina para para bloquear el transporte axonal
(Sherin y col., 1998), el cual puede, por si mismo, activar la expresion de galanina
(Ceccatelliy col., 1989; Cortes y col., 1990; Pu y col., 1999), y alterar el suefio normal.

Tanto la proteina Fos como del neuropéptido galanina, utilizados como

delimitadores de un nucleo, implican finalmente la realizacidon de un cuadro de conteo
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de las neuronas activas en el drea a identificar. Como se comentd previamente, esta
delimitacion artificial a partir de los cuadros de conteo no parece ser la mas adecuada,
ya que en la diversidad de trabajos que se ha realizado en el VLPO, la mayoria tiene
resultados distintos, dando formas, tamafios y hasta posiciones diferentes. Asi, este
trabajo propone una delimitacidn histoldgica, dada por un marcador neuroquimico
gue evidencia un entramado de fibras, que sélo por su organizacién estructural
parecen delimitar el ndcleo. Debido a esto, y a las evidencias que vinculan a la MCH y
el sueno, se propone que la presencia de las fibras MCHérgicas son un buen y preciso

marcador para la delimitacion del VLPO, nucleo clave en el suefio NREM.

7.2. VLPO en gatos

En el caso del gato, se ve una distribucion difusa de las fibras MCHérgicas en el
area predptica. Puede observarse una distribucidén levemente diferencial de las fibras
en los diferentes nucleos estudiados (MnPO, mPOA, VLPO), pero sin evidenciar nucleos
estructurales claros. Con respecto al VLPO, parece existir un leve aumento de la
densidad de las fibras con respecto al nicleo mPOA, pero no existe una distincidon clara
con sus zonas adyacentes, lo que impide su delimitacién a partir de esta metodologia.

Nuestros resultados muestran diferencias entre las especies estudiadas. Las
fibras MCHérgicas para la delimitacién del VLPO utilizando en gato no parece ser la
herramienta adecuada, ya que no evidencia un nucleo claro y preciso. Los limites del
VLPO en el gato podrian ser mas difusos en comparacion con la rata. En este sentido,
existen evidencias previas de que las neuronas de suefo y vigilia en dicho animal
estarian organizadas de manera difusa y los nucleos estarian menos delimitados
(Szymusiak y col., 1998, 1989). Torterolo y col. (2009) trabajando con neuronas Fos
positivas en el drea correspondiente al VLPO en gato, vieron que éstas se encontraban
dispersas, sin formar un grupo, como si sucede en la rata (Sherin y col.,, 1996;
Szymusiak y col., 1998, Torterolo y col., 2009). Esto no seria Unico del POA, sino que
iria en concordancia con la situacién que vieron Jones y Beaudet (1987) en otras areas
del cerebro, como en el area mesopontina del tronco cerebral, donde las neuronas

colinérgicas, que son criticas para la generacién de suefio REM, estdn anatémicamente
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separadas de las neuronas noradrenérgicas que promueven la vigilia en rata, y

relativamente entremezclados en el gato.

7.3 Importancia en la Biologia Humana

Los resultados obtenidos contribuyen a ampliar el conocimiento de la
neurobiologia del suefo y del sistema MCHérgico. Creemos que es sumamente
importante poder fortalecer las investigaciones que permitan estudiar en forma
rigurosa y detallada las bases neurobioldgicas del suefio, incluyendo las areas
cerebrales comprometidas. Este conocimiento es base para el estudio de las
alteraciones de suefio, asi como los efectos de distintos tratamientos farmacoldgicos.

A su vez, el sistema MCHérgico estd vinculado no sélo al ciclo sueno-vigilia, sino
también a la ingesta, el balance energético, la lactancia, los estado de animo, la
depresion. Conocer las bases de este sistema, es critico para profundizar en el
conocimiento de muchos estados y comportamientos que hacen a la biologia humana

y aportan al estudio de patologias de gran prevalencia en nuestra sociedad.

8. Conclusion

A partir de las fibras MCHérgicas se logra delimitar estructuralmente al nicleo
VLPO en ratas, tanto en hembras lactantes como machos. Para lograr delimitar dicho

nucleo en el gato se debera continuar investigando otras técnicas.

9. Perspectivas

A futuro, seria interesante fortalecer los resultados de esta investigacidon, por
ejemplo, aumentando el numero de experimentos realizados, y homogeneizando la
cantidad de animales de experimentacion en cada grupo (especie y género). Ademas,
podria ampliarse el estudio a otras cepas de ratas, estudiando la cepa Sprague Dawley.

A su vez, nos parece interesante realizar experimentos inmunohistoquimicos de

Fos-MCH, para evaluar la co-localizaciéon de estos marcadores, y asi evaluar en una
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misma muestra ambos modos de delimitacién del VLPO.
Otra perspectiva a futuro, es la indagacién de posibles nuevas técnicas que

permitan la delimitacidn precisa del nicleo VLPO en gatos.
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