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ABREVIATURAS

5-HIAA: Acido 5-hidroxi-indolacético
5-HT: Serotonina

5-HTérgico: Serotoninérgico
8-OH-DPAT: 8-Hidroxi-2-dipropilaminotetralina
ACh: Acetilcolina

Am: Amigdala

ATV: Area Tegmental Ventral
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CRF: Factor liberador de corticotrofina
DM: Depresién Mayor

Fix: Fluoxetina

GAD: Glutamato decarboxilasa

GE: Neuropéptido GE

Hc: Hipocampo

Hp: Hipotalamo

HPLC-DE: Cromatografia liquida de alta resolucion-deteccion electroquimica

ISRN: Inhibidor selectivo de la recaptacion de Noradrenalina



ISRS: Inhibidor selectivo de la recaptacion de Serotonina
LC: Locus coeruleus

LCE: Laberinto en cruz elevado

LCRa: Liquido cefalorraquideo artificial
LDT: Nucleo Laterodorsal Tegmental
MCH: Hormona concentradora de melanina
NA: Noradrenalina

NAérgico: Noradrenérgico

NAcc: Nucleo Accumbens

NDR: Nucleo Dorsal del Rafe

NEI: Neuropéptido glutamic-isoleucine
NMR: Nucleo Medial del Rafe

Nor: Nortriptilina

NPY: Neuropéptido Y

NST: Nucleo Subtalamico

PFA: Paraformaldehido

PPT: Nucleo Pedunculopontino

SERT: Transportador de Serotonina
SN: Substantia nigra

SNC: Sistema Nervioso Central

SP: Sustancia P

TNF: Test de nado forzado

TPH: Triptofano hidroxilasa



RESUMEN

La hormona concentradora de melanina (MCH), es un neuropéptido
hipotalamico clasicamente implicado en el control de la homeostasis energética.
Sin embargo, desde hace algunos afos se lo vincula con la regulacion de los
estados emocionales. Aquellas regiones, circuitos y mecanismos celulares
implicados en el papel de la MCH en dicha regulacién continuan bajo estudio.

Las neuronas MCHeérgicas proyectan densamente a los nucleos dorsal y
medial del rafe (NDR y NMR) asociados a la fisiopatologia de la depresion y al
mecanismo de accidén de farmacos antidepresivos. No obstante, aun es limitada la
caracterizacion de la inervacion MCHérgica a nivel celular y las consecuencias
funcionales de ésta inervacion. En trabajos previos, hemos reportado que la
microinyeccion de MCH intra-NDR induce en ratas, conductas tipo-depresivas en
el test de nado forzado (TNF) y ese efecto se bloquea con el pre-tratamiento de
Fluoxetina, un antidepresivo serotoninérgico (5-HTérgico), indicando que una
modulacién MCHérgica en el NDR esta implicada en la aparicion de conductas
tipo-depresivas, reclutando ademas un mecanismo 5-HTérgico.

En primer lugar, en este trabajo de tesis se avanzd en la caracterizacion
farmacolégica del efecto comportamental tipo-depresivo inducido por MCH en el
NDR, extendiéndola al NMR. Ademas, se estudi6 la distribucion de la inervacion
MCHeérgica en cuatro sectores diferentes en la extension rostro-caudal del NDR y
sobre dos de sus principales tipos celulares: 5-HTérgicos y GABAérgicos. Debido
a la implicancia 5-HTérgica en las acciones mediadas por MCH, se evalud el
efecto de MCH sobre los niveles extracelulares de 5-HT en el NDR.

Los resultados comportamentales evaluados en el TNF demostraron que la
microinyeccion de MCH intra-NDR indujo el esperado efecto pro-depresivo, el cual
fue dosis- y tiempo-dependiente. El mismo fue mediado por el receptor 1 de MCH,
confirmando la especificidad de accién de la MCH. Ademas, el efecto pro-
depresivo, se bloqued luego del pre-tratamiento con un antidepresivo con
mecanismo de accion noradrenérgico, sugiriendo la participacion de otro sistema

de neurotransmision en la accién de MCH. Una respuesta tipo pro-depresiva
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también se observd luego de la microinyeccion de MCH intra-NMR, aunque se
evidenciaron algunas diferencias en la eficacia, en relacion a la respuesta
observada en el NDR. Dado que un estado depresivo se asocia frecuentemente
con la aparicion de ansiedad, observamos que la microinyeccion de MCH intra-
NDR, a la misma dosis y tiempo que genera el efecto pro-depresivo, no modificé
ningun parametro de ansiedad evaluado en el modelo de laberinto en cruz
elevado.

Los estudios morfoldgicos por inmunofluorescencia demostraron que las fibras
MCHérgicas se distribuyeron de manera homogénea en toda la extension rostro-
caudal del NDR y establecen aposiciones con neuronas 5-HTérgicas en todas las
subregiones analizadas. En las alas laterales, las fibras MCHégicas también
establecen contactos con las neuronas GABAérgicas. Dada la proximidad
anatémica entre las fibras MCHérgicas y ambos tipos celulares del NDR vy la
naturaleza inhibitoria de MCH, es posible especular que existen contactos
sinapticos directos y que MCH estaria inhibiendo de manera directa ambos tipos
neuronales. Mediante el uso de la técnica de microdialisis intracerebral in vivo, la
perfusién intra-NDR de MCH indujo un efecto opuesto sobre los niveles
extracelulares de 5-HT: una concentracion baja disminuyd los niveles, mientras
que una concentraciéon mayor los aumentd. Estos resultados sostienen la hipotesis
de que el sistema MCHérgico modularia directa e indirectamente (via GABA) la
transmision 5-HTérgica del NDR.

Esta tesis aporta informacion relevante sobre la conectividad anatémica y
funcional del sistema MCHeérgico hipotalamico a nivel de los NDR y NMR. A su
vez, los resultados favorecen la hipétesis de que una alteraciéon en el sistema

MCHérgico podria estar en la base fisiopatologica de la depresion.



PRESENTACION DE LA TESIS

La depresion mayor (DM) es una patologia psiquiatrica altamente prevalente
en la poblaciéon general. Segun la Organizacion Mundial de Salud, es la segunda
causa de invalidez en los paises industrializados y se estima que para el afio 2030
sera la primera causa de invalidez por enfermedad a nivel mundial.

Desde hace varias décadas esta patologia es objeto de estudio en el marco de
la investigacion clinica y pre-clinica, habiéndose obtenido significativos avances en
el conocimiento sobre las alteraciones neuroquimicas, anatémicas y genéticas que
la subyacen. Sin embargo, aun existen grandes preguntas sin responder sobre su
etiologia y patogénesis.

Por otro lado, si bien se ha avanzado en la terapéutica, aun existe un numero
elevado de pacientes resistentes a los tratamientos, una limitada eficacia
terapéutica de los mismos y aun no se ha resuelto el retraso en la aparicion de su
efecto terapéutico. En este contexto, comprender cdmo el sistema de la hormona
concentradora de melanina (MCH) inerva particularmente los nucleos del rafe,
especialmente asociados a la neurobiologia de la depresién, es fundamental para
identificar nuevas modulaciones y mecanismos asociados a ésta patologia y a su
tratamiento.

En base a evidencias propias y en concordancia con lo reportado por otros
autores, esta tesis aporta informacion que lleva a proponer que una alteracion en
el sistema de transmision neuropeptidico de la MCH en el rafe estaria implicado

en la fisiopatologia de la depresion.



|. INTRODUCCION

ANTECEDENTES GENERALES

1. Depresion Mayor (DM)

La depresién mayor (DM) es una patologia psiquiatrica que se caracteriza por
la pérdida de experimentar placer por estimulos normalmente reforzadores o el
interés por realizar actividades que habitualmente provocan placer (anhedonia),
tristeza o desesperanza, culpa e irritabilidad. Para su diagndstico, son importantes
dos de los signos utilizados en la clinica, como lo son la falta de experimentar
placer o el estado de animo depresivo, los que deben estar presentes por un
periodo de tiempo de al menos dos semanas. Estos, a su vez, se acompanan de
sintomas tales como, cambios en el peso corporal, trastornos del suefio, fatiga,
falta de concentracion e ideas recurrentes de muerte (diagndstico segun el Manual
de la Asociacion Americana de Psiquiatria, 1994; DSM-IV). La DM es una
enfermedad crénica, con altas tasas de recaidas y puede afectar profundamente la
calidad de vida de los individuos que la padecen, llegando a ser en muchos casos,
invalidante (Fava y Kendler, 2000; Palazidou 2012).

La DM posee una prevalencia de vida de 10-15 %, en la poblacion general
siendo mayor su prevalencia en mujeres (Mandelli y Seretti, 2013). Actualmente,
es la segunda causa de invalidez por enfermedad a nivel mundial y la
Organizacion Mundial de la Salud estima que para el afio 2030, sera la principal
causa de invalidez por enfermedad en el mundo (Mathers y Loncar, 2006; Ferrari y
cols., 2013; Willner y cols., 2013). Constituye ademas un factor de riesgo para el
desarrollo de otras patologias tales como enfermedades cardiovasculares y
diabetes, entre otras (Palazidou 2012; Alvarez y cols., 2014). Su relevancia
aumenta aun mas debido a su estrecha relacion con el suicidio. Estudios

epidemiologicos demuestran que un 15-20 % de los pacientes con DM severa
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comete suicidio y que la DM es la principal causa de muerte por suicidio, dando
cuenta de aproximadamente el 50 % de los mismos (Miret y cols., 2013; Willner y
cols., 2013; Ferrari y cols., 2013).

En Uruguay, la DM es la patologia tratada con mayor frecuencia en el
Departamento de Psiquiatria de la Facultad de Medicina-UdelaR (Diaz y Ruiz,
2002). Esta patologia y su estrecha vinculacion con el suicidio, constituyen un
tema critico en la salud publica del Uruguay, ya que es el pais Sudamericano (y
segundo en Latinoameérica) con mayor prevalencia de suicidios alcanzando niveles
de 12.1 en cien mil habitantes (correspondiente a 559 muertes) en el afio 2010
(Ministerio de Salud Publica (MSP)-Estadisticas Vitales, 2013; Plan Nacional de
Prevencién de Suicidio 2011-2015, MSP; Montalban, 2003; WHO 2014).

La DM posee un alto porcentaje de co-morbilidad con trastornos de ansiedad;
un 40-70 % de pacientes depresivos presentan ambos trastornos (Fava y cols.,
2008; Palazidou, 2012; Wu y Fang 2014). Aunque la ansiedad es una
caracteristica inherente a la conducta humana, la cual sirve como respuesta de
vigilancia ante una amenaza o estimulos aversivos, puede convertirse en
patolégica cuando la respuesta al estimulo se vuelve exagerada, irracional,
perturbada e interfiere con el funcionamiento normal del individuo (Millan, 2003;
Nutt y Stein, 2006). Los trastornos de ansiedad se caracterizan por la aparicion de
sintomas como anticipacion aprensiva de un dafo o desgracia futuros, disforia,
preocupacion desmedida que son acompafados por agitacion, trastornos del
sueno, sintomas somaticos de tension y palpitaciones (Tyrer y Baldwin, 2006). Es
importante mencionar que varios de estos sintomas son compartidos con los que
aparecen en la DM. Esto genera dificultades en el momento de establecer un
correcto diagnostico debido a la existencia de sintomas similares en ambos
trastornos y, por lo tanto en establecer un tratamiento adecuado (Nutt, 2000; Wu y
Fang, 2014).

Actualmente, la etiologia de la DM es desconocida. Estudios epidemiologicos
demuestran que el factor genético aporta un 30-40 % de la vulnerabilidad a
padecer esta patologia (Willner y cols., 2013; Mandelli y Seretti, 2014). Sumado a

esto, factores, tales como, situaciones de estrés o traumas emocionales en etapas



tempranas de la vida conforman factores de riesgo para esta patologia (Kendler y
cols., 2001; Slavich y cols., 2011; Willner y cols., 2013). A su vez, ha sido
demostrado en adultos que eventos estresantes estan fuertemente relacionados
con la DM, sin embargo, el estrés per se no es suficiente para causarla. En este
sentido, la asociacion entre el factor genético el cual puede otorgar vulnerabilidad
a padecer esta enfermedad puede ser determinante para la respuesta frente a
diferentes situaciones estresantes y por lo tanto para el desarrollo de la patologia.

La terapéutica para la DM incluye estrategias tales como, ciertos tipos de
psicoterapia, terapia elctroconculsiva o psicofarmacos (Holtzheimer y Nemeroff,
2006). Actualmente, el tratamiento farmacoldgico de primera linea utilizado para la
DM, se basa en el uso de inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina
(ISRS; NICE 2004; 2009; Walker, 2013). Estos, actuan principalmente mediante el
bloqueo selectivo del transportador de serotonina (SERT) y su accion se traduce
en un aumento de la neurotransmisién serotoninérgica, que coincide con la
aparicion del efecto terapéutico (Blier y de Montigny 1994; Adell y cols., 2005).
Entre los ISRS mas comunes se incluyen la fluoxetina (FlIx), fluvoxamina,
paroxetina, sertralina, escitalopram y citalopram (Walker, 2013). Inhibidores
selectivos de la recaptacién de noradrenalina (ISRN; reboxetina), o farmacos con
accion dual, es decir que inhiben la recaptacion de serotonina (5-HT) y
noradrenalina (NA; venlafaxina) son utilizados también en la clinica (Berton y
Nestler, 2006; Holtzheimer y Nemeroff, 2006; Cipriani y cols., 2009). Todos estos
farmacos median sus acciones a través de mecanismos similares, modulando
principalmente la transmisidn monoaminérgica. Ademas, existen tratamientos
basados en la combinacion de farmacos como ISRS y benzodiacepinas (farmacos
de primera linea utilizados para el tratamiento de la ansiedad) o antidepresivos y
antipsicoticos y/o estabilizadores de humor con el fin de aumentar la eficacia
terapéutica (Nutt y Stein, 2006; Shelton y cols., 2001; Thase y cols., 2007,
Carvalho y cols., 2014).

Sin embargo, el tratamiento farmacologico de la DM posee serias limitaciones
dado que un numero significativo de pacientes (30-40 %) no responde

completamente a los tratamientos disponibles, otro porcentaje mantiene algunos



sintomas depresivos residuales, mientras que otros no toleran el tratamiento
(Walker, 2013). Por otra parte, la apariciéon de efectos secundarios tales como,
alteraciones gastrointestinales, insomnio, nerviosidad, agitacion y disfuncion
sexual, entre otros, complica el tratamiento, dado que puede llevar al paciente a la
discontinuidad del mismo a pesar de que algunos de estos sintomas pueden ser
tolerables o limitados en el tiempo (Mackay y cols., 1999; Montgomery y cols.,
2002). Sumado a esto, uno de los problemas mas graves y que permanece aun
sin solucién, es el retraso en la aparicion del efecto terapéutico de los
antidepresivos (Artigas, 2013; Walker, 2013). En este contexto, la busqueda de
nuevos blancos de accion con potencial terapéutico resulta de gran relevancia. A
su vez, la profundizacion en el estudio de las bases neurobioldgicas y los
mecanismos implicados en la regulacion de los estados emocionales es de
enorme importancia para comprender sus posibles alteraciones en en condiciones
patolégicas.

La modulacién de la transmision 5-HTérgica como mecanismo de accion
principal de los antidepresivos ISRS constituyé una evidencia fundamental para
involucrar a este sistema en la neurobiologia de base de la depresién. Teniendo
en cuenta que el sistema 5-HTérgico tiene su origen en los nucleos del rafe, el
papel de estos nucleos en la base neurobiolégica de la DM ha sido profundamente

estudiado.

2. Nucleos del Rafe

La region del rafe esta conformada por un conjunto discreto de nucleos
ubicados en el cerebro medio posterior, siendo el nucleo dorsal (NDR) y el medial
del rafe (NMR) los que concentran la mayoria de las neuronas que sintetizan 5-HT
en el sistema nervioso central (SNC; Dahlstrom y Fuxe, 1964; Jacobs y Azmitia,
1992; Lowry, 2008).

El NDR y NMR constituyen la principal via de proyeccion 5-HTérgica hacia
diversas regiones del cerebro tanto de humanos como roedores (Fig. 1 Ay B; Tork
1990; Jacobs y Azmitia, 1992; Adell y cols., 2002).
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Figura 1. A- Esquema de la localizacién de las neuronas 5-HTérgicas y sus principales
proyecciones en un corte sagital de encéfalo humano. B- Esquema de la localizacion de los grupos
celulares serotoninérgicos (B1-B9) y sus principales proyecciones, en un corte sagital de cerebro
de rata. B1: Nucleo del rafe pallidus y Médula caudal ventrolateral; B2: Nucleo del rafe obscurus;
B3: Nucleo del rafe magnus; Médula rostral ventrolateral y Nucleo paragigantocelular reticular
lateral; B4: Regién gris central de la médula oblongata; B5: Nucleo del rafe pontino; B6: Region
caudal del Nucleo dorsal del rafe, B7: Nucleo dorsal del rafe; B8: Nucleo mediano del rafe; B9:
Lemniscus medial; Nucleo pontis-oralis, subdivision lateral del Nucleo interpeduncular y subdivisién
apical del Nucleo interpeduncular: Abreviaciones: G. Pal: globus pallidus; C.Put: Nucleo caudado-
putamen; T: talamo; H: habénula; Sept: Septum. Tomado y modificado de Hensler JG. en Basic
Neurochemistry 7" Ed. 2006.
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El primer mapeo de la localizacion de las neuronas y fibras 5-HTérgicas en el
SNC de la rata fue realizado por Dahlstrém y Fuxe en 1964, mediante la técnica
de histofluorescencia de Falck-Hillarp. Estos autores describieron 9 grupos de
neuronas 5-HTérgicas designados con la nomenclatura B1-B9, las cuales envian
proyecciones a casi todas las regiones del SNC que van desde la médula espinal
y el cerebelo hasta la corteza cerebral (Fig. 1B).

Por su proyeccion difusa hacia numerosas regiones del SNC, este sistema de
neurotransmision juega un papel importante en el control de varios procesos
fisiologicos tales como, control de la ingesta y termorregulacién, funciones
motoras, aprendizaje y memoria, regulaciéon del ciclo suefio-vigilia, respuesta al
estrés y regulacion del humor (Portas y cols., 2000; Lowry, 2008; Monti 2010a;
Hale y Lowry 2011). A su vez, una disfuncion del sistema 5-HTérgico ha sido
asociado con la aparicion de comportamientos agresivos, a la base neurobioldgica
de la depresion y a los trastornos de ansiedad, entre otros (Blier y de Montigny,
1999; Graeff et al., 1996; Abrams et al., 2004; Ferrari y cols., 2005).

2.1. Anatomia del Nucleo Dorsal del Rafe (NDR)

El NDR (B6 y B7; Fig. 1B) de rata agrupa el mayor niumero de neuronas 5-

HTérgicas del SNC y ha sido uno de los mas estudiados (10.000-15.000;
Dahlstrom y Fuxe 1964; Descarries y cols., 1982; Jacobs and Azmitia, 1992;
Vertes y Crane 1997).
En base a la distribucion de este tipo neuronal, el NDR se puede dividir en cuatro
sectores en su extension rostro-caudal: rostral, medial-rostral, medial-caudal y
caudal (Fig. 2). A su vez, en el eje dorso-ventral se pueden identificar cuatro
clusters principales donde se localizan las neuronas: dorsal, ventral y las alas
laterales o lateral wings bilaterales (Fig. 2 A-D; Hale y Lowry 2011; Calizo y cols.,
2011; Vasudeva y cols., 2011).
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Figura 2. Distribucion de las neuronas 5-HTérgicas en la extensién rostro-caudal del NDR.
Fotomicrografias de cortes coronales de cerebro de rata inmunomarcados para la deteccién de la
enzima triptofano hidroxilasa (limitante en la sintesis de 5-HT). A-D muestran los cuatro sectores
rostro-caudales del NDR determinados en relacién a las coordenadas del atlas de Paxinos y
Watson; A- Rafe rostral; B- medial-rostral; C- medial-caudal y D- rafe caudal. Las lineas punteadas
delimitan las diferentes sub-divisiones del NDR en el sentido dorso-ventral y lateral. DRD: rafe
dorsal; DRV: rafe ventral; DRC: rafe caudal; DRI: rafe interfasicular y IwDR: alas laterales. Las
flechas amarillas muestran vasos sanguineos de gran calibre que sirven como referencia para
localizar el limite entre las IWDR y la Sustancia gris periacueductal ventral. Barra de calibracién 300

pm. Tomado y modificado de Spiacci y cols., 2012.

El NDR, contiene ademas neuronas no 5-HTérgicas, clasificadas como
glutamatérgicas, dopaminérgicas, GABAérgicas y nitrérgicas (Stamp y Semba
1995; Lowry y cols., 2008, Calizo y cols., 2011). En particular, las neuronas
GABAérgicas constituyen una de las poblaciones mayoritarias en el nucleo luego
de las 5-HTérgicas y si bien se distribuyen a lo largo de todo el nucleo, se
concentran fundamentalmente en las alas laterales (IWDR; Stamp y Semba 1995;

Calizo y cols., 2011). La naturaleza neuroquimica del rafe es variada, dado que
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ademas de los neurotransmisores clasicos, se ha descrito que en las neuronas del
NDR se expresan una gran variedad de neuropéptidos tales como, galanina, el
factor liberador de corticotrofina (CRF), neuropéptido Y (NPY), sustancia P (SP) y
somatostatina, entre otros (Lowry y cols., 2008; Monti, 2010b). A su vez, las
neuronas 5-HTérgicas pueden co-localizar con otros neurotransmisores como
glutamato y 6xido nitrico o con neuropéptidos (galanina, CRF; Calizo y cols., 2011;
Vasudeva y cols., 2011) aunque, parecen no co-localizar con GABA (Stamp y
Semba 1995; Calizo y cols., 2011).

Las proyecciones del NDR poseen una organizacién topografica. La region
rostral del rafe proyecta a estructuras motoras tales como el cuerpo estriado (CE),
la Substantia nigra (SN), nucleo subtalamico (NST) y la corteza motora. A su vez,
el rafe medial (rostral y caudal) envia proyecciones al nucleo accumbens (NAcc),
la corteza prefrontal (CPF), el talamo (posterior lateral y ventral), hipocampo (Hc) e
hipotalamo (Hp) ventromedial mientras que la region caudal del rafe proyecta a
estructuras como la amigdala (Am), NAcc, CPF, Locus coeruleus (LC), Hc ventral
e Hp dorsal (Vertes, 1991; Adell y cols., 2002; Lowry y cols., 2008; Hale y Lowry
2011).

A su vez, el NDR recibe proyecciones provenientes de diversas estructuras de
manera topografica y establece circuitos reciprocos con varias de las regiones
mencionadas anteriormente. La region rostral del rafe recibe aferencias del nucleo
arcuato hipotalamico mientras que la region medial (rostral y caudal), recibe
aferencias provenientes del Hp lateral y el area perifornical y estructuras limbicas
como la CPF medial. Por ultimo, el rafe caudal recibe aferencias del area
predptica, el nucleo laterodorsal tegmental (LDT), la SN, Hp lateral y area
perifornical, entre otros (Fig. 3 Ay B; Lowry y cols., 2008; Yoon y Lee, 2013).

Un trabajo recientemente publicado, demuestra que varias de las aferencias
provenientes de estas regiones establecen contactos sinapticos directos con las
neuronas 5-HTérgicas del NDR (Pollak Dorocic y cols., 2014). De este modo, las
neuronas 5-HTérgicas reciben inputs directos del Hp lateral y la zona incerto-

hipotalamica, nucleo central de la Am, nucleo pontino reticular, SN reticulada, area
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tegmental ventral (ATV) y CPF (cingulada anterior, infralimbica, y prelimbica;
Pollak Dorocic y cols., 2014; Fig. 3 Ay B).

— /’ SN—
A // \\/ \ B NDR, NMR [> . Otros
‘ Ho (MCH) — ) Neuropéptidos
9 P e ()— >< e
‘; [] | CPF (Glu) ©—< %/ J
\ SN/ATV (DA) U% o\ ) PAG (GABA)

Dd&\ LDT/PPT (ACh)

¢ I N
NSF //

NDR NMR

O GABA,yGABA; L alya2
5-HTy, B NVDA, AMPA/Kainato
A DiyD2 /\ Receptores para neuropéptidos

Figura 3. A- Esquema representativo de la localizacion del NDR (rojo) y el NMR (azul) en un corte
coronal de cerebro de rata (AP: -7.8 a partir de Bregma). Tomado y modificado del Atlas de
Paxinos y Watson (2005) B- Esquema representativo de los sistemas de neurotransmision que
inervan el NDR y NMR y sus estructuras de origen, asi como de los subtipos de receptores para los
mismos expresados en las neuronas 5-HTérgicas. Abreviaciones: 5-HT: serotonina; NA:
noradrenalina; ACh: acetilcolina; DA: dopamina; GLU: glutamato; CPF: corteza prefrontal; Hp:
hipotalamo; LC: Locus coeruleus; LDT/PPT: Nucleo laterodorsal tegmental y nucleo
pedunculopontino; PAG: Sustancia gris periacueductal; SN/ATV: Substantia nigra/Area Tegmental

Ventral.

2.2. Propiedades electrofisiolégicas y control funcional de las neuronas 5-
HTérgicas del NDR

Desde el punto de vista electrofisiolégico, las neuronas 5-HTérgicas, han sido
clasicamente caracterizadas e identificadas como neuronas con patron de
descarga espontanea lenta y regular (1-5 Hz), una alta resistencia de entrada
(150-400 MQ) y potenciales de accién de larga duracion (1.8 ms) seguidos de una
hiperpolarizacion post-potencial larga (10-16 mV de amplitud y una duracién de
200-800 ms). Ademas, responden con una inhibicion frente a la aplicacion de

agonistas del receptor de 5-HT del tipo 1A (5-HT4a) como el 8-Hidroxi-2-
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dipropilaminotetralina (8-OH-DPAT; Aghajanian y Vandermaelen 1982). Sin
embargo, trabajos mas recientes demuestran que éstas caracteristicas
electrofisiolégicas pueden variar segun su ubicacién a lo largo del nucleo y
algunas de estas caracteristicas son similares en neuronas no-5-HTérgicas (Beck
y cols., 2004; Calizo y cols., 2011). En este sentido, si bien se ha establecido de
manera general que las neuronas no-5-HTérgicas del NDR, presentan un
potencial de reposo de membrana mas depolarizado que las 5-HTérgicas y un gap
de activacion menor, en la regidon ventral de la zona medial o en las alas laterales
las neuronas 5-HTérgicas y no 5-HTérgicas presentan valores de potencial de
reposo similares (Calizo y cols., 2011). Es asi que, otros parametros
electrofisiolégicos como la constante de tiempo fau o la constante de tiempo de la
hiperpolarizacion post-potencial han sido propuestos como mejores marcadores
de la identidad neuronal (Kirby y cols., 2003). Sumado a esto, se ha demostrado
que neuronas no 5-HTérgicas en el NDR expresan receptores 5-HTqa,
determinando que, estas neuronas respondan también con una hiperpolarizacién a
la aplicacion de agonistas como el 8-OH-DPAT (Calizo y cols., 2011).

Las neuronas 5-HTérgicas del rafe estan bajo la influencia de varios sistemas
de neurotransmisién clasicos como, GABA, NA y glutamato, entre otros y
expresan receptores para los mismos tales como receptores GABAxy GABAg; a1-
adrenérgicos; AMPA, NMDA, entre otros (Fig. 3B). A su vez responden a
neuropéptidos como SP, hipocretinas y CRF para los cuales también ha sido
demostrada la expresion de sus receptores en las neuronas 5-HTérgicas (Adell y
cols., 2002; Wang y cols., 2005; Korosi y cols., 2006; Lacoste y cols., 2006; Monti
2010b).

Los dos mecanismos mas efectivos en el control inhibitorio de la actividad de
las neuronas 5-HTérgicas lo constituyen el control ténico mediado por neuronas
GABAérgicas (locales y por aferencias provenientes de otras regiones; Tao y cols.,
1996; Gervasoni y cols.,, 2000) y la expresion de auto-receptores somato-
dendriticos del tipo 5-HT 14 activados por 5-HT liberada por terminales recurrentes
o por aferencias 5-HTérgicas provenientes de otros nucleos del rafe (Adell y cols.,
2002).
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El patrén de descarga de las neuronas 5-HTérgicas del NDR en condiciones
fisiolégicas varia a lo largo del ciclo sueno-vigilia. Estas neuronas, presentan una
descarga ténica durante la vigilia la cual decrece durante el suefio lento y se
inactivan casi totalmente durante el suefo paraddjico o REM (rapid eye
movements). Es por esta razén que han sido denominadas neuronas REM-off
(Portas y cols., 2000; Monti y cols., 2010a). Este patron de descarga, estaria
determinado por un control tonico GABAérgico mediado por inputs GABAérgicos
de interneuronas o de neuronas de proyeccion provenientes del area predptica y la
sustancia gris periacueductal (Gervasoni y cols., 2000). Este tono GABAérgico
estaria aumentado durante la etapa de suefio (lento y paraddjico), provocando la
disminucion en la frecuencia de disparo de las neuronas 5-HTérgicas (Gervasoni y
cols., 2000).

2.3. Anatomia del Nucleo Mediano del Rafe (NMR)

ElI NMR (B8) se encuentra ubicado ventralmente al NDR sobre la linea media
(Fig. 1B y 3A). Se divide en una poblacion de neuronas ubicadas en la regién
medial las cuales estan densamente empaquetadas y una poblacibn mas
periférica en la cual las neuronas se distribuyen de manera mas dispersa (Adell y
cols., 2002). Posee un menor numero de neuronas 5-HTérgicas que el NDR
(1000-1500) las cuales constituyen el 20-30% del total de neuronas del nucleo
(Jacobs y Azmitia, 1992, Vertes y Crane, 1997). De igual manera que el NDR, el
NMR contiene otros fenotipos neuronales, entre ellos, neuronas GABAérgicas,
glutamatérgicas y dopaminérgicas o de neuropéptidos como somatostatina
(Descarries y cols., 1982; Stamp y Semba 1995; Araneda y cols., 1999; Calizo y
cols., 2011; Jahanshahi y cols., 2013). Estas neuronas se distribuyen en la zona
medial asi como en la periferia. La 5-HT puede co-localizar con marcadores de
neuronas glutamatérgicas, sin embargo, no co-localiza con GABA (Calizo y cols.,
2011).

El NMR proyecta a la CPF (medial), el Hp, los nucleos LDT y pedunculopontino

(PPT), septum medial e Hc dorsal y ventral entre otros (Vertes y cols., 1999).
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Ademas, es importante mencionar que el NMR establece circuitos reciprocos de
inervacion con el NDR (Vertes y cols., 1999). Si bien, algunas de las areas de
proyeccion del NMR se solapan con las del NDR, la conexion anatomica entre el
NMR vy el sistema septo-hipocampal constituye una de sus principales diferencias
(Vertes y cols., 1999).

El NMR recibe aferencias del Hp (lateral y dorsomedial, zona incerta), la CPF
medial, Hc e Hp entre otros (Vertes y Linley 2008). En particular, las neuronas 5-
HTérgicas del NMR reciben contactos sinapticos provenientes de la CPF medial,
habénula lateral, SN pars compacta y ATV, Hp medial y zona incerto-hipotalamica
(Pollak Dorocic y cols., 2014; Fig. 3 Ay B).

2.4. Propiedades electrofisiolégicas y control funcional de las neuronas 5-
HTérgicas del NMR

Las neuronas 5-HTeérgicas del NMR presentan similitudes en sus propiedades
electrofisiolégicas con las neuronas del NDR (Jacobs y Azmitia 1992). Sin
embargo, difieren en su constante de tiempo tau, siendo menor en el NMR (44 ms)
y una hiperpolarizacién post-potencial mayor (20 mV; Beck y cols., 2004; Calizo y
cols., 2011). A diferencia de lo que ocurre en el NDR, las propiedades
electrofisiolégicas de las neuronas 5-HTérgicas y no-5-HTérgicas son diferentes
en toda la extensién antero-posterior del nucleo (Calizo y cols., 2011). Al igual que
las neuronas del NDR, la actividad de las neuronas del NMR puede ser modulada
por una gran variedad de sistemas de neurotransmision (Fig. 3B; Adell y cols.,
2002) y la actividad de las neuronas 5-HTérgicas del NMR varia a lo largo del ciclo
sueno-vigilia. Estas neuronas presentan una descarga ténica durante la vigilia,
decrecen su actividad durante el sueio lento y se inactivan durante el suefio REM

(Rasmussen y cols., 1984).
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2.5. NDR y NMR como base neurobioldgica de la DM

Multiples trabajos involucran al sistema 5-HTérgico y a los nucleos del rafe en
la fisiopatologia de la DM. En particular el NDR y NMR, han sido los nucleos mas
estudiados en relacion a la DM (Graeff y cols. 1996; Underwood et al., 1999; Bach-
Mizrachi y cols., 2008; Kerman y cols., 2012). Existen evidencias que demuestran
una disminucién de los niveles de 5-HT y/o su principal metabolito (acido 5-hidroxi-
indolacético, 5-HIAA) en la orina y liquido cefalorraquideo en pacientes con DM o
de pacientes deprimidos suicidas (Nordstrom y cols., 1994; Mann y cols., 2001).
Ademas, estudios post-mortem demostraron que existen diferencias en
marcadores 5-HTérgicos tales como, niveles de proteina o del ARNm de la enzima
triptéfano hidroxilasa (TPH, enzima limitante de la sintesis de 5-HT) o el SERT en
el NDR y areas de proyeccion, en pacientes deprimidos y deprimidos-suicidas en
relacion a cerebros provenientes de individuos sanos (Arango y cols., 2001; 2002;
Bach-Mizrachi y cols., 2006; 2008). Pacientes deprimidos presentan una reduccién
del binding para el receptor 5-HT1a en el NDR (indicando una menor densidad) y
regiones de proyeccion como la corteza cingulada, orbital (CC; CO) y CPF
(Drevets y cols., 1999) y modificaciones en el volumen, flujo sanguineo,
metabolismo o patrones de activacidon de estructuras cerebrales que reciben
aferencias 5-HTérgicas tales como la CPF, CC, Am e Hc (Soares y Mann 1997;
Nestler y cols., 2002; Drevets y cols., 2008). Es importante destacar que algunas
de estas alteraciones en el sistema 5-HTérgico (cambios en el turnover de 5-HT o
en el binding para el receptor 5-HT14) han sido observadas también en pacientes
con trastornos de ansiedad (Esler y cols., 2007; Neumeister y cols., 2004), dando
soporte a la hipétesis de que ambas condiciones involucran sustratos neuronales
comunes (Nutt y Stein, 2006; Palagini y cols., 2013).

Por otra parte, estudios pre-clinicos han demostrado que el NDR y el NMR asi
como sus areas de proyeccion estarian en la base de la induccion de
comportamientos tipo-depresivos, y que ademas serian sitio blanco de los
antidepresivos que resultan efectivos en la clinica (Silva y cols., 2012). Es asi que

se ha demostrado que animales expuestos al test de nado forzado (TNF) o forced
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swim test, presentaron cambios en la expresiéon del ARNm de la TPH y el SERT
en el NDR (Shishkina y cols., 2008).

Sumado a esto, la exposicion al TNF indujo un aumento significativo en la
expresion de la proteina Fos (parametro utilizado como marcador de la poblacién
neuronal que participa en el comportamiento en el TNF) o la proteina CREB
(utilizado en algunos casos como un marcador molecular de depresion o disforia)
en el NDR y NMR asi como en regiones de proyeccion como la CPF medial, Hp,
Am, CE y NAcc (Pliakas y cols., 2001; Roche y cols., 2003; Silva y cols., 2012). De
forma interesante, el aumento en la expresion de Fos, fue prevenido mediante un
pre-tratamiento sistémico con los antidepresivos FIx y venlafaxina (Silva y cols.,
2012). De igual forma, un aumento en la expresion de la proteina Fos en neuronas
5-HTérgicas (y no 5-HTérgicas) del NDR fue observada luego de la administracién
sistémica o local de drogas con propiedades ansiogénicas o frente a diversos
estimulos que provocan ansiedad (Roche y cols., 2003; Gardner y cols., 2005;
Hale y cols., 2012).

Este conjunto de evidencias demuestran que alteraciones en el NDR y/o NMR
y la transmision 5-HTérgica estarian en la base de respuestas conductuales
vinculadas a los estados afectivos y asociadas a patologias de los mismos (Blier y
de Montigny 1994; Kerman y cols., 2012; Tiger y cols., 2014). En este sentido, la
profundizacién en el estudio de los sistemas de neurotransmisién que establecen
circuitos con el NDR y NMR, y en particular aquellos que controlan la actividad de
las neuronas 5-HTérgicas resulta de gran importancia para comprender su papel
en la regulacion fisioldgica de los estados emocionales y sus posibles implicancias
en patologias de los mismos (Pollac-Dorocic y cols., 2014; Weissbourd y cols.,
2014).

Dentro de la variedad de aferencias que reciben el NDR y el NMR, se incluyen
varios sistemas de neurotransmision neuropeptidica, los cuales modulan la
actividad de las neuronas 5-HTérgicas (Kirby y cols., 2000; Liu y cols., 2002; Adell
y cols., 2002; Monti, 2010), y son foco de estudio dado que han sido propuestos
como potenciales blancos de accion terapéutica alternativos para el tratamiento de
la DM (Blier y cols., 2004; Berton and Nestler, 2006, David et al., 2007; Catena-
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Dell’Osso y cols., 2013). Estudios pre-clinicos han mostrado que antagonistas de
receptores para neuropéptidos tales como galanina, CRF, SP, NPY, hipocretinas o
la MCH, presentan propiedades antidepresivas (Borowsky y cols., 2002; Blier y
cols., 2004; Catena-Dell’Osso y cols., 2013). Mas aun, algunos compuestos que
actuan sobre sistemas de neurotransmisién peptidica ya han sido testeados en
estudios clinicos, resultando altamente promisorios en alguno de los ensayos

realizados (Blier y cols., 2004; Catena-Dell’Osso y cols., 2013).

3. Sistema de neurotransmision de la Hormona Concentradora de Melanina
(MCH)

3.1. Origen y estructura

La MCH es un péptido ciclico que fue inicialmente descrito y caracterizado
como un factor circulante que mediaba los cambios de color de piel en peces
teledsteos, provocando la agregacién de granulos de melanina (Kawauchi y cols.,
1983). Posteriormente, su presencia fue evidenciada en el SNC de la rata donde
actuia como neurotransmisor o neuromodulador y fue descrita su presencia,
ademas, en todos los mamiferos estudiados, incluso en humanos (Vaughan y
cols., 1989; Mori y cols., 1993; Croizier y cols., 2013).

Al igual que otros neuropéptidos, la MCH, se genera a partir del clivaje
diferencial mediado por endoproteasas de un precursor, la Pre-pro-MCH de 165
aminoacidos, que da lugar a dos neuropéptidos adicionales denominados E-I
(neuropeptide glutamic-isoleucine, NEI) y G-E (neuropeptide glycine-glutamic acid,
Nahon y cols., 1989; Viale y cols., 1999). Ambos neuropéptidos son activos en el
SNC, aunque sus funciones han sido menos estudiadas (Parkes y Vale, 1992;
Kistler-Heer y cols., 1998; Bittencourt y Celis, 2008).

En mamiferos, la MCH posee una secuencia de 19 aminoacidos la cual se
encuentra altamente conservada. Su estructura ciclica esta determinada por la

existencia de un puente di-sulfuro que se establece entre los residuos de cisteinas
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localizadas en las posiciones 7 y 16 (Vaughan y cols., 1989; Siligardi y cols., 1992;
Fig. 4).

A
7 16
Asp-Phe-Asp-Met-Leu-Arg-Cys-Met-Leu-Gly-Arg-Val-Tyr-Arg-Pro-Cys-Trp-GIn-Val

N-terminal C-terminal
Puente di-Sulfuro

Figura 4. A- Secuencia de aminoacidos y B- estructura ciclica de la MCH de mamifero.

3.2. Anatomia del sistema MCHérgico

En el SNC, la MCH se sintetiza principalmente en neuronas localizadas en el
Hp, especificamente en el area hipotalamica lateral. Esta localizacién se conserva
en los mamiferos desde los roedores hasta los humanos (Bittencourt y cols., 1998;
Torterolo y cols., 2006; Croizier y cols., 2010). Una descripcion detallada de la
distribucion de estas neuronas en el cerebro de la rata, demostré que las neuronas
MCHérgicas se extienden en el eje rostro-caudal desde la zona incerto-
hipotalamica, el nucleo periventricular anterior y la region anterior del Hp lateral,
pasando por la regién tuberal y hasta el Hp pdstero-lateral y la parte dorsomedial

del complejo tuberomamilar (Fig. 5; Bittencourt y cols., 1992; 2011).
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Figura 5. Distribucion de las neuronas MCHeérgicas en el hipotalamo de la rata en el eje rostro-
caudal. A- zona incerto-hipotaldmica; las neuronas se distribuyen en el eje horizontal desde la
punta del 3V hasta la linea del fornix. B- region anterior del Hp lateral; en esta region se destaca
una poblacién de neuronas MCH+ en el area hipotalamica medio-dorsal. C- region tuberal del
hipotalamo lateral, la mayoria de las neuronas MCH+ se ubican entre la capsula interna y el fornix
D- Hp péstero-lateral, en esta regiéon se destaca una poblacion de neuronas MCH+ medial y otra
dorsal a la capsula interna y en la zona perifornical. Abreviaciones: 3V: tercer ventriculo; f: fornix;
ic: capsula interna; mt: tracto mamilotalamico; opt: tracto dptico. Barra de calibracion A: 150 um, B-
D: 200 um. Tomado y modificado de Bittencourt 2011.

Existe ademas, una poblacion escasa de neuronas MCHérgicas en regiones
extra-hipotalamicas (Fig. 6) tales como el tubérculo olfatorio, la formacion pontina
reticular y en ratas hembras lactantes aparece una poblacion de neuronas
inmunopositivas para MCH en el area predptica media (Bittencourt y cols., 1992,
2011; Rondini y cols., 2010). Sumado a esto, también se ha descrito la expresion
de MCH en érganos periféricos tales como el intestino y el pancreas (Pissios y
cols., 2007; Kokkotou y cols., 2008).
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Las neuronas MCHeérgicas presentan un sistema de proyeccion ampliamente
distribuido en el SNC que va desde el bulbo olfatorio y la corteza cerebral hasta la
médula espinal (Fig. 6; Skofitsch y cols., 1985; Bittencourt et al. 1992). Entre las
areas de proyeccion de las neuronas MCHérgicas se encuentran estructuras tales
como CPF, CE, NAcc, Am, Hc, los nucleos LDT/PPT y el LC (Saito y cols., 2001;
Bittencourt y cols., 1992; 2011; Yoon y Lee, 2013). Ademas, existe una gran
densidad de fibras MCHeérgicas en el propio Hp (Bittencourt y cols., 1992; 2011;
Saito y cols., 2001). Es importante destacar que las areas de proyeccion descritas,

coinciden con las areas de expresién de sus receptores (Lembo y cols., 1999).

Reticular Farmation

Figura 6. Esquema que indica la localizacién de las neuronas MCHérgicas (puntos negros) y sus
principales proyecciones en un corte sagital de cerebro de rata. Abreviaciones: Amyg: amigdala;
AON: nucleo olfatorio anterior; BST: nucleo basolateral de la amigdala; CG: sustancia gris central;
CP: caudado-putamen; CTX: corteza cerebral; Hab: habénula; HF: formacién hipocampal; HYP:
hipotalamo; IC: coliculo inferior; IP: nucleo interpeduncular; LDT: nucleo laterodorsal tegmental;
ME: eminencia media; MidThal: nacleo talamico medial; Mam: complejo mamilar; NTS; nucleo del
tracto solitario; OB: bulbo olfatorio; OT: tubérculo olfatorio; PB: nucleo parabraquial; POA: area
predptica; PP: pituitaria posterior; PPN: nucleo pedunculopontino; PreCBL: nucleo pre-cerebelar;
SEP: complejo nuclear septal; SN: Substantia nigra; Sp. V: nucleo vestibular espinal; Sp.Cd:
médula espinal; SubThal: region subtalamica; Vest: nucleo vestibular; VTA: area tegmental ventral.

Tomado de Bittencourt y cols., 1992.
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Es de especial interés mencionar que las neuronas MCHérgicas proyectan al
NDR y el NMR (Bittencourt y cols., 1992), aunque aun son escasos los trabajos
que caracterizan profundamente ésta inervacion. En base a ello se ha reportado
que la distribucion de las fiboras MCHérgicas provenientes del Hp postero-lateral
proyectan al NDR y NMR parecen establecer contactos con las neuronas 5-
HTérgicas (Yoon y Lee, 2013; Pollak Dorocic y cols., 2014) aunque la distribucién
de las aferencias MCHeérgicas al NDR teniendo en cuenta las sub-regiones del
nucleo o la determinacién de contactos sinapticos con otros tipos neuronales del
NDR, no ha sido profundamente explorada.

La amplia distribucion del sistema MCHérgico sugiere su interacciéon con
diversos sistemas de neurotransmision y la participacion de MCH como
neuromodulador en diversas funciones centrales (ver mas adelante; Saito y cols.,
2001; Chung y cols., 2011).

A su vez, las neuronas MCHérgicas reciben aferencias reciprocas de varias de
estas regiones (Fig. 7; Guyon, 2009). Se ha demostrado que las neuronas
MCHérgicas reciben aferencias glutamatérgicas y GABAérgicas provenientes de
regiones vecinas del Hp y expresan receptores funcionales para ambos
neurotransmisores (Gao y cols., 2003; van den Pol y cols., 2004). Ademas, reciben
aferencias hipotalamicas de otros neuropéptidos tales como hipocretinas y el NPY
(Elias y cols., 1998; Jobst y cols., 2004; van den Pol y cols., 2004; Takenoya y
cols., 2005). Sumado a esto, el Hp lateral, recibe aferencias de regiones extra-
hipotalamicas. Entre estas, podemos mencionar aferencias NAérgicas y 5-
HTérgicas provenientes del LC y el NDR respectivamente asi como, inputs
colinérgicos provenientes del LDT/PPT (Bayer y cols., 2005; Wellman, 2000;
Williams y cols., 2001). Aunque no esta demostrado aun si estas aferencias
establecen contactos sinapticos directos con las neuronas MCHérgicas, estos

sistemas de neurotransmision pueden modular su actividad (Guyon, 2009).
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Figura 7. Esquema representativo de algunos de los sistemas de neurotransmision que modulan la
actividad de las neuronas MCHérgicas del hipotalamo. Abreviaciones: 5-HT: serotonina; NA:
noradrenalina; ACh: acetilcolina; NDR: nucleo dorsal del rafe; LC: Locus coeruleus; LDT/PPTg:

Nucleo laterodorsal tegmental/pedunculopontino.

Las neuronas MCHérgicas hipotalamicas, al igual que otras poblaciones de
neuronas neuropeptidicas, co-expresan otros neuropéptidos tales como el NEI,
GE y CART (cocaine- and amphetamine-regulated trascript; Bittencourt y cols.,
1992; Broberger y cols., 1999; Elias y cols., 2001; Harthoorn y cols., 2005;
Bittencourt y Celis, 2008). En particular, la relacion entre NEI y MCH ha sido
explorada poniendo en evidencia la generacion de efectos opuestos (Sanchez y
cols., 1997; 2001) asi como, complementarios en el caso de sus efectos
neuroenddcrinos (Parkes y Vale, 1992; Kennedy y cols., 2001; 2003).

Sumado a esto, las neuronas MCHérgicas expresan marcadores de
neurotransmisores no peptidicos. En particular, expresan marcadores de neuronas
GABAérgicas como el ARNm de las isoformas 65 y 67 de la glutamato
decarboxilasa (GADes y GADg7, respectivamente), enzima limitante de la sintesis
de GABA o de neuronas glutamatérgicas como el ARNm del transportador
vesicular 1 de glutamato (Harthoorn y cols., 2005; Meister, 2007; Elias y cols.,
2008). En particular, Sapin y cols., demostraron que en la region tuberal del
hipotalamo lateral el 85 % de las neuronas MCHérgicas expresan el ARNm de la

enzima GADs; (Sapin y cols., 2010). Las implicancias funcionales de la co-
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localizacion de MCH, particularmente con GABA, han comenzado a ser
exploradas. En este sentido, fue demostrado que en el LC (region que recibe
aferencias MCHeérgicas) unicamente un bajo porcentaje de fibras MCHérgicas co-
expresaban el transportador de GABA, VGAT (DelCid-Pellitero y cols., 2012). Este
resultado pone en evidencia que estas terminales tendrian la capacidad de co-
liberar MCH y GABA, sin embargo, se postula que, teniendo en cuenta el bajo
porcentaje de fibras con estas caracteristicas los efectos en esa region serian
mediados principalmente por MCH (DelCid-Pellitero y cols., 2012; Jego y
Adamantidis, 2013).

3.3. Receptores

A finales de los afos 90 y simultdneamente a cargo de varios grupos de
investigacion, se identifico al receptor huérfano SLC-1 como el sitio de accion
endégeno para la MCH (Bachner y cols., 1999; Lembo y cols., 1999; Saito y cols.,
1999). Este receptor fue denominado receptor tipo 1 para MCH (MCHR-1) y
posteriormente, un segundo receptor fue identificado y denominado receptor tipo 2
(MCHR-2; Hill y cols., 2001; Sailer y cols., 2001).

Ambos tipos de receptores son metabotropicos y pertenecen a la familia de
receptores unidos a proteinas G con 7 dominios transmembrana (Hawes y cols.,
2000). Estos receptores presentan una homologia en su secuencia de
aminoacidos de 38 % y la afinidad de unién de MCH se encuentra en el rango
nanomolar (kg = 1-1.3 nM) (An y cols., 2001; Mori y cols., 2001; Sailer y cols.,
2001; Wang y cols., 2001).

El ARNm del MCHR-1 se expresa en todos los vertebrados estudiados y en
humanos y su expresion esta ampliamente distribuida en el SNC (Fig. 8; Saito y
cols., 1999; 2001; Lembo y cols., 1999).
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Figura 8. Expresién del ARNm para el MCHR-1 en un corte sagital de cerebro de rata detectado
por hibridacion in situ. AcbSh: Nucleo accumbens shell; AO: Nucleo olfatorio anterior; CB:
Cerebelo; CPu: Caudado-putamen; Hippo: hipocampo; Hypo: hipotalamo; iTH: Nucleo talamico
intralaminar; OB: Bulbo olfatorio; Pir: Corteza piriforme; SuG: Capa gris superficial del coliculo

superior; Tu: Tubérculo olfatorio. Tomado y modificado de Lembo y cols., 1999.

Varias evidencias indican a los nucleos del rafe como sitio de expresion del
ARNm para MCHR-1, aunque existen escasos reportes sobre la actividad
funcional del sistema MCHérgico en dichos nucleos. En particular, en el NDR y
NMR de la rata, se ha demostrado la expresion del ARNm para el MCHR-1
(Lembo y cols., 1999; Hervieu y cols., 2000; Saito y cols., 2001) mientras que en el
NDR se ha demostrado binding del antagonista SNAP-7941 tritiado (Borowsky y
cols., 2002). A su vez, exclusivamente en el NDR de raton, se reportd que las
neuronas 5-HTérgicas de las regiones ventro-medial y las alas laterales expresan
el mensajero para MCHR-1 (Spaethling y cols., 2014).

Ademas, MCHR-1 se expresa en la periferia en el tejido adiposo y érganos
como el intestino (Hill y cols., 2001). Es importante destacar que éste subtipo es la
unica forma funcional del receptor que se expresa en roedores y que posee un alto
grado de homologia en su secuencia de aminoacidos respecto al receptor
expresado en humanos (Saito y cols., 2001; Hill y cols., 2001; Tan y cols., 2002).
MCHR-1 puede estar acoplado a distintas proteinas G, entre las cuales se

encuentran Gi, Gy y Gqg. De esta forma los efectos de MCH a nivel intracelular
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estan mediados por la activacion de diversas vias de senalizacion (Hawes y cols.,
2000; Chambers y cols., 1999). Estudios in vitro de expresion del MCHR-1 en
células no neuronales demostraron que la aplicacion de MCH puede inducir una
respuesta celular de tipo inhibitoria como la reduccion en los niveles de AMPc y la
activacion de corrientes a través de canales de K activados por proteinas G
(GIRKs; Bachner y cols., 1999; Hawes y cols., 2000). A su vez, MCH puede
generar efectos intracelulares de tipo excitatorios como el aumento en las
concentraciones de Ca’" intracelular y activacion de la proteina ERK (Bachner y
cols., 1999; Saito y cols., 1999; Hawes y cols., 2000). Sin embargo, estudios
funcionales realizados en cultivo neuronal de Hp demostraron que MCH ejerce
efectos principalmente inhibitorios (Gao y van den Pol, 2002). La aplicacién de
MCH indujo la reduccion de corrientes de Ca™" dependientes de las proteinas
Gi/G,, de forma consistente con una accion inhibitoria. Estas corrientes de Ca*™
eran mediadas por canales de Ca™" voltaje-dependientes de tipo N, Py L (Gao y
van den Pol, 2001). Sumado a esto, en estudios realizados en rodajas de Hp se
demostré que MCH, de manera dependiente del MCHR-1, inhibe neuronas
hipocretinérgicas hipotalamicas asi como la transmision sinaptica glutamatérgica
sobre este tipo neuronal (Rao y cols., 2008). La naturaleza inhibitoria de MCH fue
confirmada también en estudios in vivo, en los cuales la aplicacién de MCH intra-
NAcc shell indujo una disminucion de la frecuencia de disparo de las neuronas
GABAérgicas locales (medium spiny neuron; Sears y cols., 2010).

Al igual que para otros receptores acoplados a proteina G, MCHR-1 puede ser
internalizado una vez que se une con su ligando. Este mecanismo fue puesto en
evidencia en cultivo de células HEK-293 transfectadas con el MCHR-1 acoplado a
la proteina verde fluorescente que fueron tratadas con MCH (Lembo y cols., 1999).
Si bien varios aspectos de este proceso han sido abordados en estudios in vitro
(Lembo y cols., 1999; Saito y cols., 2001; Moden y cols., 2013), recientemente el
fendbmeno de internalizacion ha sido evidenciado en estudios in vivo. Es asi que,
Devera y colaboradores, (2014) demostraron que luego de la administraciéon
intracerebroventricular (i.c.v.) de MCH conjugada con el fluoréforo rodamina

(MCH-R) en gato y rata, se encontré senal positiva para rodamina en células del
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NDR. La combinacion de la senal positiva de rodamina con una inmunodeteccion
para 5-HT evidencié que algunas de las células que incorporaron rodamina eran
inmunopostivas para 5-HT. A su vez, en gato, se pudo demostrar que neuronas
GAD-67+ también presentaban sefal positiva para rodamina. Estos resultados
sugieren que la sefal de rodamina encontrada en el citoplasma de las neuronas 5-
HTérgicas y GABAérgicas corresponderia al complejo MCH-R-receptor de MCH
internalizado luego de las administracion i.c.v. de MCH-R, poniendo en evidencia
un mecanismo de internalizacién para el sistema MCHérgico in vivo. A su vez,
sugieren que las neuronas 5-HTérgicas y GABAérgicas expresan receptores

funcionales para MCH.

MCHR-2, por otra parte, se expresa de forma mas restringida en mamiferos,
encontrandose en perros, gatos, primates no-humanos y humanos (An y cols.,
2001). Presenta una expresion ampliamente distribuida en el SNC vy, al igual que
lo descrito para el MCHR-1, la expresion de MCHR-2 fue detectada también en
tejidos periféricos como el tejido adiposo o en el pancreas (An y cols., 2001; Sailer
y cols., 2001; Mori y cols., 2001; Tan y cols., 2002). Estudios in vitro en lineas
celulares, demostraron que el MCHR-2 esta acoplado exclusivamente a la
proteina Gq y que la aplicacion de MCH induce un aumento en la concentracién
intracelular de Ca™ (An y cols., 2001; Sailer y cols., 2001). Un trabajo reciente
realizado en ratones transgénicos que expresan MCHR-1 y MCHR-2, demostro
que éste ultimo podria tener acciones opuestas al MCHR-1. Sin embargo, debido
a la limitacién de modelos animales disponibles para el estudio del MCHR-2, hasta
el momento, su funcionalidad e implicancia en procesos fisioldgicos ha sido dificil

de determinar (Chee y cols., 2014).

3.4. Propiedades electrofisiolégicas y control funcional de las neuronas

MCHeérgicas

Las neuronas MCHeérgicas presentan bajos niveles de actividad espontanea,

tienen un potencial de membrana que se encuentra entre -62 a -50 mV y el umbral
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para la generacibn de potenciales de accién se encuentra en -30 mV
aproximadamente (van den Pol y cols., 2004). Estas neuronas responden a
diversos factores y neuromoduladores (Fig. 7; Guyon, 2009). Las neuronas
MCHérgicas poseen receptores para glutamato del tipo NMDA, AMPA, mGIuR1 y
mGIuRS cuya activacién lleva a su depolarizacion, incrementando asi su actividad.
De manera contraria, las aferencias GABAérgicas inducen una hiperpolarizaciéon
de las neuronas MCHérgicas a traves de receptores de tipo GABAa. (van den Pol
y cols., 2004; Gao y cols., 2003). A su vez, expresan el receptor 1 para hipocretina
y estudios electrofisiolégicos demostraron que la hipocretina 1 y 2 depolarizan las
neuronas MCHérgicas e incrementan su frecuencia de disparo a través de su
accion directa y a través de la potenciacion de la liberacidon de glutamato
(Backberg y cols., 2002; van den Pol y cols., 2004). A su vez, acetilcolina (ACh) y
NA, a través de mecanismos postsinapticos directos mediados por receptores
muscarinicos mACh y a-2 adrenérgicos, respectivamente, inhiben la actividad de
las neuronas MCHeérgicas (Gao y cols., 2003; van den Pol y cols., 2004; Bayer y
cols., 2005). Se ha demostrado que 5-HT también inhibe las neuronas
MCHérgicas aunque, a diferencia de lo descrito para ACh y NA, no se ha
determinado aun cuales son los receptores que median estas acciones. El
conjunto de evidencias fisiolégicas sugiere la existencia de contactos sinapticos
directos de las aferencias 5-HTérgicas al hipotalamo, en particular sobre las
neuronas MCHeérgicas, aunque es necesario profundizar en dicho estudio.

Por ultimo, es importante mencionar que la actividad de las neuronas
MCHeérgicas podria estar regulada por la expresiéon de auto-receptores MCHR-1
somaticos, generando un feedback negativo sobre su actividad (Rao y cols., 2008;
Guyon, 2009).

3.5. Participacion de la MCH en funciones fisiologicas

Las caracteristicas anatomicas del sistema MCHérgico (amplia distribucion de
fibras y de expresion del MCHR-1) se relacionan con su participacién en la
modulacién de varios procesos fisioldgicos del SNC (Saito y cols., 2001; Chung y
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cols., 2009), aunque las neuronas MCHérgicas han sido clasicamente asociadas
al control de la ingesta y la homeostasis energética (Forray y cols., 2003; Shi y
cols., 2004; Nahon, 2006). MCH es un neuropéptido promotor de la ingesta y sus
acciones orexigénicas han sido ampliamente demostradas (Qu y cols., 1996;
Ludwig y cols., 2001; Forray y cols., 2003). Por el contrario, los antagonistas
MCHR-1 inhiben la ingesta y reducen el peso corporal, efectos que han llevado a
postularlos como herramienta farmacolégica para el tratamiento de la obesidad
(Borowsky y cols., 2002; Gehlert y cols., 2009; Ito y cols., 2010; MacNeil y cols.,
2013). De hecho, varios antagonistas MCHR-1 ya han sido evaluados en estudios
clinicos (Fase 1). Los resultados reportados, indicaron que los compuestos
ensayados son seguros y bien tolerados por los pacientes, aunque solo uno de
ellos, testeado en relacién a sus efectos sobre el apetito y el peso corporal, no
arrojo resultados positivos (MacNeil y cols., 2013; Moore y cols., 2014). Es asi
que, hasta el momento, ninguno de los compuestos avanzd hacia un estudio en
Fase Il. Sin embargo, a pesar de estos resultados, los antagonistas MCHR-1
continuan constituyendo una alternativa terapéutica de enorme trascendencia para
el tratamiento de la obesidad (Sakurai y cols., 2014).

El sistema MCHérgico también se ha vinculado a la modulaciéon de
comportamientos motivados asi como en procesos de aprendizaje y memoria
(Bittencourt 1992; Saito y cols., 2001; Varas y cols., 2003; Georgescu y cols.,
2005; Adamantidis y de Lecea, 2009; Chung y cols., 2009; Pachoud y cols., 2010;
Mul y cols., 2011; Lu y cols., 2013).

Resultan de relevancia para esta tesis las evidencias que demuestran la
participacion de este sistema en la regulacion del ciclo suefio-vigilia (Adamantidis
y cols., 2008; Torterolo y cols., 2006; 2009; 2011) y de los estados emocionales
(Chung y cols., 2011; Lagos y cols., 2011b)

En este sentido, numerosas evidencias han demostrado la existencia de
vinculos anatomicos entre las neuronas MCHeérgicas del Hp con las denominadas
regiones hipnogénicas como el nucleo pontis oralis o estructuras activadoras como
el NDR, LDT/PPT y LC (Bittencourt 1992; Modirrousta y cols., 2005; Torterolo y

cols., 2009). La idea de que el sistema MCHérgico modula los estados
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comportamentales del ciclo suefo-vigilia estuvo fuertemente apoyada por
evidencias funcionales que demostraron que en condiciones fisiologicas, las
neuronas MCHérgicas presentan variaciones en su estado de activacion a lo largo
del ciclo suefo-vigilia: presentan una actividad casi nula en su frecuencia de
descarga durante la vigilia, la cual aumenta levemente durante el sueno lento y la
transicién hacia el suefio paraddjico o REM, y alcanza un maximo de actividad
durante este ultimo (Hassani y cols., 2009). La profundizacién en el estudio del
papel de la MCH en el control de ciclo sueno-vigilia ha llevado a postular a las
neuronas MCHérgicas como promotoras del sueno, especialmente del suefio REM
(Verret y cols., 2003; Modirrousta y cols., 2005; Ahnaou y cols., 2008; Torterolo y
cols., 2009; 2011; Jego y cols., 2013; Konadhode y cols., 2013; Lu y cols., 2013).
En relacién a la participacion del sistema MCHérgico y la regulacion de
comportamientos vinculados a los estados emocionales se sostiene, en primer
lugar por la presencia de una alta densidad de fibras MCHérgicas y expresién del
ARNmM del MCHR-1 en regiones del sistema limbico tales como el NAcc, CPF, Am,
Hc y NDR, regiones altamente vinculadas a los estados emocionales (Bittencourt y
cols., 1992; Hervieu y cols., 2000; Kilduff and de Lecea, 2001, Saito y cols., 2001).
En segundo lugar por evidencias que demostraron que los antagonistas MCHR-1
inducen un perfil comportamental antidepresivo y ansiolitico en diferentes modelos
animales (Borowsky y cols., 2002; Chaky y cols., 2005; Georgescu y cols., 2005;
Gehlert y cols., 2009). Se reportdé que la administracion sistémica aguda de
antagonistas MCHR-1 indujo un efecto antidepresivo en el modelo del TNF
(Borowsky y cols., 2002; Chaky y cols., 2005). A su vez, utilizando el modelo de
estrés cronico moderado (chronic mild stress) se observé que el tratamiento
cronico con un antagonista MCHR-1 (SNAP 94847) bloqueé significativamente la
disminuciéon en el consumo de sacarosa, parametro utilizado como marcador de
anhedonia, efecto que fue similar al inducido por el antidepresivo citalopram
(Smith y cols., 2009). Con el fin de vincular el efecto antidepresivo inducido por el
antagonismo MCHR-1 a sitios de accion en el SNC, se propuso que el NAcc-shell
fuera uno de los sitios de accion (Georgescu y cols., 2005), ya que la

administracion local de un antagonista MCHR-1 en el NAcc indujo un efecto
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antidepresivo en el TNF similar al descrito luego de su administracion sistémica
(Borowsky y cols., 2002; Georgescu y cols., 2005). De manera interesante, estos
mismos autores observaron que, la administracion local de MCH en el NAcc indujo
un efecto pro-depresivo, (opuesto al inducido por el bloqueo MCHR-1), reportando
que el sistema MCHérgico, a nivel del NAcc, participa en la induccion de
respuestas conductuales anti o pro-depresivas. Estos mismos autores describieron
un perfil tipo-antidepresivo en ratones knock-out para MCH postulando que MCH
actuaria como inductora de un estado tipo-depresivo (Georgescu y cols., 2005).
Trabajos mas recientes reportaron que animales expuestos a un estrés crénico
moderado e impredecible y que desarrollaban comportamientos tipo-depresivos,
manifestaban cambios en la expresién del MCHR-1 en la regién del Hc (Nollet y
cols., 2011). Ademas, se han descrito cambios en la expresion del ARNm de MCH
y del MCHR-1 en el Hp e Hc, respectivamente, en lineas de ratas con
vulnerabilidad a la manifestacion de comportamientos tipo-depresivos (Garcia-
Fuster y cols., 2012). De hecho se ha propuesto al sistema MCHérgico como un
biomarcador de la severidad de aparicion de comportamientos tipo-depresivos
(Garcia-Fuster y cols., 2012).

Por otro lado diversos estudios realizados en modelos animales mostraron que
MCH modifica conductas de ansiedad experimental. Se demostré que la
administraciéon de MCH i.c.v o local en el area predptica media induce un efecto
ansiogénico en concordancia con un aumento en los niveles plasmaticos de
corticosterona y de la hormona adrenocorticotrofina (Gonzalez et al., 1996,
Kennedy et al., 2003, Smith et al.,, 2006). Sin embargo, otros autores han
encontrado que la administracion de MCH i.c.v o local en Am o Hc induce un
efecto ansiolitico (Monzon y cols., 2001, Kela y cols., 2003, Carlini y cols., 2006) al
igual que los antagonistas MCHR-1 (Borowsky y cols., 2002; Chaky y cols., 2005;
Georgescu y cols., 2005; David y cols., 2007; Millan y cols., 2008; Gehlert y cols.,
2009; Lee y cols., 2011). Esta serie de resultados son contradictorios y los
mecanismos subyacentes a las acciones de MCH o de los antagonistas MCHR-1,
han sido poco estudiados. En este contexto, es importante destacar evidencias

provenientes de trabajos realizados en ratones knock-out para el MCHR-1 (KO-
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MCHR-1), los cuales desarrollan un patron comportamental no ansioso en
diversos paradigmas que tradicionalmente causan ansiedad o miedo comparados
con animales wild-type (WT; Roy y cols., 2006; Smith y cols., 2006). Dicho perfil
conductual se correlacioné con la cuantificacion de los niveles extracelulares
basales de 5-HT en la CPF, mostrando niveles mas bajos en los ratones KO-
MCHR-1 comparado con los WT. Sumado a esto, los ratones WT respondieron
con un aumento de 5-HT frente a una situacién de estrés inescapable mientras
que los KO-MCHR-1 no mostraron cambios en los niveles de 5-HT (Roy y cols.,
2006). Este trabajo sugiere que cambios en la transmision del sistema 5-HTérgico
podrian subyacer al perfil comportamental no ansioso observado en los ratones
KO-MCHR-1 y sugiere ademas que cambios en la neurotransmision 5-HTérgica
podria estar en la base de los efectos conductuales inducidos por MCH.

Por ultimo, un estudio reciente realizado en humanos, demostré que los niveles
de MCH en la Am (determinados por didlisis intracerebral) disminuyen en
situaciones de interaccion social y frente a una situacion de dolor post-operatorio,
llevando a proponer que los niveles de MCH podrian variar frente a diferentes
situaciones emocionales (Blouin y cols., 2013).

Este trabajo, confirma fuertemente lo que ya habia sido inicialmente postulado
a partir de evidencias pre-clinicas, estableciendo un papel fundamental del
sistema MCHérgico en el control de los estados emocionales asi como, su
activacién contribuiria en la fisiopatologia de trastornos emocionales como la
depresion y los trastornos de ansiedad. De esta forma, el MCHR-1 es considerado
un potencial sitio blanco de accidn terapéutica para estos trastornos emocionales.

Sin embargo, los trabajos enfocados en el estudio del papel de la MCH
endogena en la regulacién del humor y los estados emocionales son aun muy
escasos Yy con resultados contradictorios.

Por lo tanto, el estudio de aquellas regiones que son moduladas por la accion
de MCH, su interaccion con sistemas de neurotransmision como el 5-HTérgico, asi
como los cambios neuroquimicos relacionados a los efectos conductuales

descritos para MCH, resulta de gran relevancia.
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Dado que las neuronas MCHeérgicas hipotaldmicas envian proyecciones al
NDR y NMR, regiones fuertemente vinculadas al control de los estados
emocionales y la fisiopatologia de base de la depresién y los trastornos de
ansiedad (Underwood et al., 1999; Bach-Mizrachi y cols., 2008; Kerman y cols.,
2012) y que los MCHR-1 se expresan en ambas regiones, es de esperar que el
sistema MCHérgico actuando a nivel del NDR y NMR se encuentre en la base de
respuestas conductuales pro-depresivas/antidepresivas asi como vinculadas con
la ansiedad. Sin embargo, hasta el desarrollo de la presente tesis no existian
evidencias en la literatura que abordaran el estudio de la interaccion entre el
sistema MCHeérgico y los nucleos del rafe en relacion a la regulacion de los

estados emocionales.

ANTECEDENTES PARTICULARES

1. Efectos de MCH en los nucleos del rafe sobre el suefio REM y su relacién
con DM

Uno de los sintomas acompanantes de la DM es el trastorno de suefio. En
particular los pacientes deprimidos presentan una disminucién en la latencia de
aparicion al primer periodo de sueio REM, un aumento en la duracion del primer
episodio de suefio REM o en el tiempo total en este estado, considerandolos
incluso marcadores biolégicos de depresién (Palagini y cols., 2013). Por el
contrario, los farmacos antidepresivos disminuyen el suefio REM vy estrategias de
privacion total de suefio o privacidon selectiva de suefio REM, resultan eficaces en
el tratamiento de la DM (Palagini y cols., 2013). Estudios pre-clinicos en ratas,
demuestran que, la privacién de sueno por 24 hs induce un efecto antidepresivo
en el TNF. Este efecto antidepresivo ha sido asociado a un aumento en la

actividad del sistema 5-HTérgico (Lépez-Rodriguez y cols., 2004), sugiriendo que
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las alteraciones en el suefio REM en la DM podrian implicar alteraciones del
sistema 5-HTérgico en particular de las neuronas del rafe (Torterolo y cols., 2014).

Como se menciono anteriormente, varias evidencias indican que la MCH
actuaria como promotora del suefno, especialmente del suefio REM (Torterolo y
cols., 2011). Teniendo en cuenta el vinculo anatémico entre el sistema MCHérgico
y el NDR, Lagos y colaboradores (2009) demostraron que la micro-inyeccion local
de MCH en el NDR de ratas, indujo un aumento significativo del tiempo en que los
animales permanecian en sueio REM, determinado por un incremento en el
numero de episodios de suefio REM, manifestado 1-2 h luego de la administracién
de MCH y mantenido durante al menos 6 h. Este cambio, estuvo acompafado por
un leve aumento en el tiempo en que permanecieron en suefio de ondas lentas y
una disminucion significativa en el tiempo de vigilia y suefo liviano (Lagos y cols.,
2009). En contraste, el bloqueo de las acciones de la MCH enddgena, mediante la
estrategia de inmunoneutralizacion (administracién de anticuerpos anti-MCH,
neutralizando la accion endégena de MCH), provocé una disminucion en el
numero de episodios y tiempo de permanencia en suefio REM y un aumento
significativo en el tiempo de vigilia (Lagos y cols., 2011a). Estos resultados
demostraron que el sistema MCHérgico hipotalamico actuando a nivel del NDR
participa activamente en la generacion y/o mantenimiento del suefio REM.
Teniendo en cuenta que las neuronas 5-HTérgicas del NDR son REM-off, surgio la
hipotesis de que MCH estaria ejerciendo un tono inhibitorio sobre las neuronas 5-
HTérgicas del NDR, explicando sus efectos sobre el suefio REM. Con el objetivo
de profundizar en el estudio de los mecanismos que subyacen a las acciones de
MCH, Torterolo y colaboradores, realizaron registros electrofisiolégicos de
unidades en el NDR luego de la administracion de MCH por via i.c.v. 0 su
aplicacién juxtacelular (Devera y cols., 2014). Los resultados obtenidos mostraron
una inhibicion de la descarga en el 59 % de las neuronas registradas luego de la
administracion i.c.v de MCH, mientras que el porcentaje fue mayor (80 %) cuando
la MCH fue administrada en forma juxtacelular. La poblacién de neuronas
inhibidas por MCH presentaba caracteristicas electrofisiolégicas de neuronas 5-

HTérgicas mientras que el fenotipo de algunas de ellas resulté ser inmunopositivo
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para 5-HT. Se evidencido también la presencia de una poblaciéon neuronal que
respondi® con una excitacion frente a la aplicacion de MCH i.c.v. la que
presentaba caracteristicas electrofisiolégicas de neuronas GABAégicas, aunque
aun resta confirmar su fenotipo mediante inmunohistoquimica (Devera y cols.,
2014).

Por otra parte, resultados preliminares mostraron que la administracion de
MCH a nivel del NMR aumenta el tiempo de permanencia en suefio REM y suefio
lento con una concomitante disminucion del tiempo de permanencia en vigilia. El
registro de unidades del NMR mostr6 que la aplicacion de MCH i.c.v. o
juxtacelular, indujo una reduccion de la frecuencia de disparo de las neuronas
registradas. Estas neuronas fueron posteriormente inmunomarcadas e
identificadas como inmunopositivas para 5-HT (Pascovich C y Torterolo P,
observaciones personales).

En su conjunto todas estas evidencias llevaban a pensar que MCH actuando a
nivel del NDR y NRM podia provovar respuestas conductuales de tipo-depresivas

en ratas.

2. Efectos de MCH en el NDR sobre respuestas comportamentales tipo-

depresivas

Basados en las evidencias previas se demostr6 que MCH desencadend,
inmediatamente después de su aplicacion local en el NDR de rata, un aumento
significativo en el tiempo de inmovilidad y una disminucion en el tiempo de
climbing o escalamiento sin modificar el tiempo de nado (Fig. 9; Lagos y cols.,
2011b). Esta respuesta se define como de tipo-depresiva, ya que es contraria a la
descrita para un efecto antidepresivo en el TNF, el cual de caracteriza por una
disminucién en el tiempo de inmovilidad (comportamiento pasivo) y un aumento en
el tiempo de nado y/o climbing (comportamientos activos; Detke y cols., 1995;
Cryan y cols., 2002). Si bien este efecto aparece inmediatamente luego de la
microinyeccion de MCH, resta por estudiar si existe una dependencia en el tiempo
y en la dosis en el efecto pro-depresivo inducido por MCH.
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Figura 9. Efecto comportamental inducido por la microinyeccion intra-NDR de MCH (50 ng)

Tiempo de inmovilidad (seg)
Tiempo de nado (seg)
Tiempo de climbing (seg)

evaluada inmediatamente después de su administracion en el TNF. Media + EEM del tiempo de
permanencia en los tres pardmetros medidos en el test: inmovilidad, nado y climbing. . Test t de

Student, = vs salino; = p < 0.01. N=6.

Para confirmar el perfil tipo-depresivo inducido por MCH evaluamos si esta
respuesta era prevenida en animales pre-tratados en forma sistémica y sub-aguda
con FIx, un ISRS con conocida accion antidepresiva en la clinica. El pre-
tratamiento con FIx, bloqued significativamente el aumento de la inmovilidad
inducida por la MCH confirmando el perfil tipo-depresivo inducido por MCH,
aunque no tuvo efecto sobre la disminucién en el climbing (Fig. 10). Este resultado
sugeria ademas que un mecanismo 5-HTérgico estaba siendo implicado, al menos

en parte, en las acciones conductuales inducidas por MCH (Lagos y cols., 2011b).

38



1 Veh + Salino Il Veh + MCH
Hl FIx + Salino Il Fix + MCH

300+ 300 300+

200 200 200

100 100 100

Tiempo en inmovilidad (seg)
Tiempo de nado (seg)
Tiempo de climbing (seg)

Figura 10. Efectos de la administracion de MCH (50 ng) en el NDR en animales pre-tratados con
FIx (20 mg/kg) sobre los tres parametros evaluados en el TNF: inmovilidad, nado y climbing. Los
datos son expresados como Media + EEM. ANOVA de dos vias seguido del test de Newman-

Keuls. = vs Veh + salino; = vs Veh + MCH. =p <0.05; """ =p<0.01; " =p<0.001. N=8.

Teniendo en cuenta que en el TNF los antidepresivos ISRN disminuyen el
tiempo de inmovilidad y aumentan selectivamente el climbing sin modificar el nado
(Detke y cols., 1995; Cryan y cols., 2005), y que la disminucién en el climbing
inducida por MCH no fue bloqueada por el pre-tratamiento con FIx (Fig 10), se
considero la participacion del sistema NAérgico en las acciones del neuropéptido.
En concordancia con esta hipdtesis, otros autores han demostrado que hembras
KO-MCHR-1 presentan un perfil antidepresivo en el TNF caracterizado por una
disminucién en la inmovilidad y un aumento en el climbing y se ha sugerido que un
cambio en la transmision NAérgica podria subyacer al perfil conductual
evidenciado en los ratones KO-MCHR-1 (Roy y cols., 2006). Sin embargo, resta
confirmar la participacion del sistema NAérgico en los efectos de MCH.

Por otro lado, mediante la inmunoneutralizacion de MCH en el NDR
observamos una respuesta de tipo-antidepresiva, contraria a la inducida por MCH.
Esta respuesta se evidencié por una disminucion en el tiempo de inmovilidad y un
aumento en el tiempo de nado, sin una modificacién en el tiempo de climbing (Fig.

11). Este perfil comportamental es similar al inducido por un ISRS (Lagos y cols.,
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2011b), reafirmando la hipétesis de que habria un mecanismo 5-HTérgico en la

base de la modulacion MCHérgica en el NDR.
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Figura 11. Efectos de la inmunoneutralizacion de MCH con un anticuerpo anti-MCH (1/100 y 1/500)
en el NDR en los tres parametros medidos en el TNF: inmovilidad, nado y climbing. Los datos son
expresados como Media + EEM. ANOVA de una via seguido del test de Newman-Keuls. = vs.
salino. =p<0.05 =p<0.01.N=6-8.

Este resultado sugiere ademas, que el NDR estaria en la base de la accion
antidepresiva descrita para los antagonistas MCHR-1 (Borowsky y cols., 2002) y a
su vez apoyaria la hipdtesis postulada en la literatura que propone al bloqueo de la
transmision del sistema MCHérgico como estrategia terapéutica antidepresiva
alternativa a las existentes (Borowsky y cols., 2002; Chaki y cols., 2005; Catena-
Dell'Osso y cols., 2013). Es importante destacar que los efectos inducidos por la
microinyeccion de MCH asi como por la inmunoneutralizacion, evaluados en el
TNF, no se correspondieron con afectaciones a nivel locomotor evaluadas en el
modelo de campo abierto (CA). Por el contrario, MCH indujo un aumento en la
actividad motora en el CA, al mismo tiempo y dosis que generd el efecto pro-
depresivo en el TNF, demostrando la especificidad del efecto observado en el TNF
(Lagos y cols., 2011b). En conjunto, estos resultados sugieren la existencia de un
mecanismo 5-HTérgico en la base de las respuestas inducidas por MCH intra-
NDR evaluadas en el TNF. Estos datos se relacionan estrechamente con la

inhibicion de la descarga de neuronas tipo-5-HTérgicas del NDR inducida por
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MCH (Devera y cols., 2014). De manera interesante, estos resultados estan en
concordancia con aquellos publicados por Temel y colaboradores (2007) quienes
demostraron que la inhibicion de neuronas 5-HTérgicas del NDR, por estimulacion
del nucleo subtalamico, se correlacioné temporalmente de manera directa con una
respuesta pro-depresiva en el TNF (Temel y cols., 2007). Dicho efecto ademas,
era prevenido por un pre-tratamiento sistémico y repetido con el antidepresivo
ISRS, citalopram (Temel et al., 2007). Estos mismos autores demostraron que
dicha inhibicion 5-HTérgica se correlacion6 ademas, con una disminucion en los
niveles extracelulares de 5-HT en regiones terminales como el CE y la CPF (Tany
cols., 2012).

De acuerdo a la informacion presentada, sabemos que las neuronas
MCHérgicas hipotalamicas proyectan al NDR y NMR. Sin embargo, el patron de
inervacion MCHérgico no ha sido extensamente caracterizado. A su vez, esta
establecido que el NDR y NMR son nucleos fuertemente asociados a la regulacion
de los estados emocionales y que, una activacion MCHérgica especificamente en
el NDR induce efectos conductuales tipo-depresivos, involucrando en parte, al
sistema 5-HTérgico. La caracterizacion farmacologica del efecto pro-depresivo asi
como la profundizacién en el estudio de la interaccién entre el sistema MCHérgico,
el sistema 5-HTérgico y otros sistemas de neurotransmision en los nucleos del
rafe aportara informacion relevante sobre el papel fisiologico de la MCH endogena
en estos nucleos y sus posibles implicancias en la depresion. A su vez, el estudio
de la influencia de MCH en la inducciéon de comportamientos vinculados a la
ansiedad contribuira escalercer el papel de MCH en el rafe y su posible

implicancia en condiciones patologicas.
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Il. HIPOTESIS

En base a las evidencias expuestas anteriormente, esta Tesis de Doctorado se
basoé en la hipotesis de que la modulacion del sistema MCHérgico en los nucleos
del rafe induce comportamientos asociados a un estado tipo-depresivo en rata y
que su accion esta mediada por una inhibicion sobre las neuronas 5-HTérgicas del

rafe. Ademas, que el efecto pro-depresivo se acompafia de un efecto ansiogénico.

lll. OBJETIVO GENERAL

El objetivo de esta tesis fue avanzar en la caracterizacion de los efectos
comportamentales pro-depresivos inducidos por MCH en los nucleos del rafe,
dorsal y medial. Con el fin de profundizar en el estudio de la interaccion entre MCH
y el NDR, se caracterizd la distribucion regional y celular de la inervacion
MCHeérgica, el efecto de MCH sobre los niveles extracelulares de 5-HT y su efecto

sobre la ansiedad experimental.
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IV. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizacion de los efectos comportamentales de MCH en los nucleos

del rafe.

1.1 Evaluar la duracion y dependencia de la dosis del efecto pro-depresivo
inducido por MCH en el NDR utilizando el TNF.

1.2 Determinar si el efecto de MCH en el NDR es mediado por el MCHR-1,
utilizando el antagonista selectivo ATC-0175.

1.3 Evaluar si el efecto pro-depresivo inducido por MCH en el NDR es
bloqueado por el pre-tratamiento con un farmaco antidepresivo con mecanismo de
accion NAérgico.

1.4  Evaluar si el efecto pro-depresivo inducido por MCH en el NDR se relaciona
con cambios en conductas de ansiedad experimental.

1.5  Evaluar el efecto comportamental inducido por MCH en el NMR en el TNF y

determinar la dosis-dependencia del efecto.

2. Determinar la distribucion de la inervacion MCHérgica en el NDR.

2.1 Estudiar el patron de inervacion MCHérgica segun subregiones del NDR.
2.2 Determinar la existencia de aposiciones entre las fibras MCHérgicas y las
neuronas 5-HTérgicas del NDR.

2.3 Determinar la existencia de aposiciones entre las fibras MCHérgicas y las

neuronas GABAérgicas del NDR.

3. Evaluacion de los efectos de MCH sobre la transmisiéon 5-HTérgica en el
NDR.

3.1 Determinar el efecto de MCH sobre los niveles extracelulares de 5-HT en el

NDR mediante la técnica in vivo de microdialisis intracerebral.
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V. MATERIALES y METODOS

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 del IIBCE
y de acuerdo con la Ley de Nacional de Experimentacion Animal N° 18.611. Se
tomaron las medidas necesarias para minimizar el estrés de los animales y utilizar
el numero minimo necesario para obtener resultados confiables y reproducibles.
Se utilizaron ratas macho adultas de la cepa Wistar de 230-270 gr provenientes
del Bioterio del IIBCE. Los animales fueron criados y alojados en cajas de 48.0 x
37.5 x 21.0 cm en grupos de 5-6 animales y mantenidos en condiciones
controladas de temperatura (22 + 2 °C), ciclo de luz-oscuridad (7:00 AM-7:00 PM),

alimentacion y agua ad libitum.

2. Drogas y vias de administracion

MCH fue obtenida en Phoenix Pharmaceuticals (CA, USA) y el antagonista
MCHR-1  [N-[cis-4-[[4-(Dimetilamino)-2-quinazolinil]Jamino]ciclohexil]-3-4-difuoro-
benzamida clorhidrato (ATC-0175) fue obtenido en Tocris Bioscience (Bristol, UK).
El clorhidrato de nortriptilina (Nor) fue donado por Urufarma (Uruguay). La MCH
fue disuelta en solucién salina, fraccionada y conservada a -20 °C hasta el
momento de ser utilizada. ATC-0175 fue inicialmente disuelto en Tween 80 al 15%
en agua destilada y llevado a una concentracion de 10 mM fraccionada y
mantenida a -20 °C. El dia del experimento se diluyé el antagonista con agua
destilada para obtener una concentracion final de 1 mM. ElI vehiculo
correspondiente fue Tween 80 a una concentracién final de 1.5 %. Para los

experimentos comportamentales, MCH y ATC-0175, asi como sus vehiculos
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fueron administrados intracerebralmente (las condiciones se mencionan mas
adelante). En el caso de Nor, la via de inyeccion fue intraperitoneal (i.p.) y el

volumen de inyeccion fue de 1 ml/kg.

3. Cirugia estereotaxica

Los animales fueron anestesiados con una mezcla de ketamina (90 mg/kg)
y xilasina (5 mg/kg) administrada por via i.p. y colocados en un aparato
estereotaxico (David Kopf Instruments) para la implantacion de canulas guia en el
NDR o NMR. Las coordenadas para la implantacion de las canulas guia fueron las
siguientes: NDR (canula de 21G, 20 mm): AP: -7.8; L: -3.0; DV: -5.0 mm desde la
duramadre; en angulo de 30° NMR (canula de 25 G, 20 mm): AP: -7.5; L: 2.6; DV:
-6.3 mm en angulo de 20°. Las coordenadas se determinaron a partir de Bregma
segun el atlas de Paxinos y Watson (2005). Las canulas fueron aseguradas al
craneo mediante la implantacién de tres tornillos y fijadas con acrilico dental 1 0 2
mm por encima del sitio final de inyeccion en el eje dorso-ventral. Luego de la
cirugia los animales fueron mantenidos en cajas individuales hasta su
recuperacion de la anestesia y posteriormente devueltos a sus cajas en grupos de

3 0 4 y trasladados nuevamente al bioterio.

4. Administracion de las drogas intra-NDR y NMR

El dia del test comportamental se administr6 MCH (25, 50 o 100 ng), ATC-
0175 (1 mM) o sus respectivos vehiculos de forma local a través de una canula de
administracién conectada a una bomba de microinyeccion (Harvard PHD 2000).
En el NDR, la posicion final de la canula de administracion (24 G para NDR y 27 G
para NMR) fue de -6.0 mm en la coordenada dorso-ventral, mientras que la
posicidon final de la canula de administracién en el NMR fue -8.3 mm. El flujo de
administracion fue de 0.1 pl/min y 0.4 pl/min en el NDR y NMR, respectivamente y

el volumen final de inyeccion fue de 0.2 ul en el NDR y 0.1 ul en el NMR.
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5. Modelos conductuales

Todos los experimentos conductuales fueron llevados a cabo en el cuarto
de experimentacion del Departamento de Neurofarmacologia Experimental del
IIBCE bajo condiciones de temperatura y ciclo luz-oscuridad similares a las
existentes en el bioterio. Los animales fueron trasladados al cuarto de
comportamiento 24 hs antes de la realizacion de cada experimento y fueron
siempre manipulados por el mismo experimentador para lograr su correcta
habituacion. Los animales fueron monitorizados durante todo el periodo de
recuperacion post-operatorio y los experimentos conductuales fueron realizados 5-
6 dias posteriores a la cirugia. Los animales fueron utilizados una sola vez y los
grupos experimentales fueron balanceados para mantener todos los tratamientos

dentro de cada sesidn experimental.

5.1. Test de Nado Forzado (TNF)

El TNF es un modelo que fue descrito por Porsolt en 1978. Esta basado en
la observacién de que los roedores forzados a nadar (situacién de estrés
inescapable), luego de una etapa inicial de movimiento orientado a escapar,
desarrollan una postura inmovil (Porsolt y cols.,, 1978; 2001; Fig. 12).
Posteriormente fue modificado (Detke y cols., 1995; Lucki, 1997) y ha sido desde
entonces ampliamente utilizado por su capacidad de detectar drogas con
propiedad como antidepresivos, permitiendo realizar un rapido screening de
nuevas drogas en roedores. Consiste de un recipiente cilindrico de plastico con
paredes opacas que tiene 24 cm de diametro y 50 cm de alto, profundidad del

agua a 30 cm, y temperatura mantenida en 23-24 °C.
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Figura 12. llustracién que representa los comportamientos desarrollados por las ratas en el TNF.
Una vez introducidos en el agua, los animales realizan tres comportamientos principales: A-

inmovilidad, B- nado y C- climbing. Tomado y modificado de Cryan y cols., 2002.

El modelo consiste en la exposicion de los animales a dos sesiones de
nado. En una primera sesion denominada pre-test, los animales son dejados en el
recipiente durante 15 min. y no se registran comportamientos. Posteriormente, son
retirados, secados y devueltos a sus cajas originales. Veinticuatro horas después,
los animales son sometidos a una segunda sesidon de nado de 5 min. de duracién
(test) durante la cual se evalua el efecto del tratamiento sobre los
comportamientos de nado, inmovilidad y escalamiento (Fig. 12).

La administracion sistémica de drogas antidepresivas, efectivas en la
clinica, aumenta los comportamientos activos orientados a escapar de la situacion
(Fig 12; nado y escalamiento o climbing) y disminuyen el tiempo de inmovilidad o
comportamiento pasivo (Fig. 12; Cryan y cols., 2005). A su vez, este modelo
permite discriminar antidepresivos con diferente mecanismo de accion tales como
ISRS o ISRN (Detke y cols., 1995; Cryan y cols., 2005). Adicionalmente y de forma
mas reciente, se ha descrito la sensibilidad de este modelo para evidenciar
respuestas comportamentales pro-depresivas, las que se definen por un aumento
en la inmovilidad y una disminucién del nado y escalamiento (Temel y cols., 2007;
Shaw y cols., 2009; Lagos y cols., 2011b). La inmovilidad se define como aquella
postura en la cual el animal realiza los movimientos minimos necesarios para

mantenerse a flote (Fig. 12A). El nado es definido de acuerdo al movimiento de
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nado (usualmente horizontal, Fig.12B) y desplazamiento a través del cilindro
mientras que el climbing se cuantifica en funcién de los movimientos vigorosos
que realiza el animal en direcciéon ascendente con las patas delanteras sobre las
paredes del cilindro (Fig. 12C; Cryan y cols., 2002).

En este trabajo, los comportamientos fueron cuantificados por observacion
directa y por dos observadores simultaneamente (uno de ellos ciego al

tratamiento) y de acuerdo al protocolo experimental del Esquema 1.

TNF
24 h
l l S
I ||
0 15 0 5 Tiempo (min)
pre-test test

Esquema 1. Protocolo experimental utilizado en el TNF en ratas. TNF = Test de Nado Forzado.

5.1.1.Determinacion de curva tiempo-respuesta

Los animales fueron evaluados en dos tiempos post-administracion de MCH
o su vehiculo (salino) intra-NDR: 30 y 60 min. (T3 y Teo, respectivamente). La
dosis de MCH utilizada (50 ng) para esta serie de experimentos fue determinada a

partir de nuestros antecedentes (Lagos y cols., 2011b).

5.1.2. Determinacion de curva dosis-respuesta

Las dosis de MCH ensayadas fueron 25, 50 y 100 ng. La evaluacién de la
dependencia de la dosis del efecto de MCH en el TNF se realizé al tiempo de

evaluacion Tasg.

5.1.3. Determinacion de la especificidad de la accion de MCH
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Para determinar si el efecto de MCH era mediado por el MCHR-1, el
antagonista del MCHR-1, ATC-0175 (1 mM) o su vehiculo (H,O-Tween 80 1.5 %),
fueron microinyectados intra-NDR 10 min. previos a la administracion de MCH (50
ng) y evaluados en el TNF a T3o. Los grupos experimentales fueron los siguientes:
vehiculo + salino, vehiculo + MCH, ATC-0175 + salino y ATC-0175 + MCH.

5.1.4. Determinacion del efecto de un antidepresivo NAérgico

Para evaluar si el efecto pro-depresivo inducido por MCH era prevenido por
el pre-tratamiento con Nor, los animales fueron inyectados con Nor (20 mg/kg) o
salino, 23, 5y 1 h previo al test (Detke y cols., 1995; Consoni y cols., 2006). MCH
(50 ng) o su vehiculo fueron administrados de forma local intra-NDR y fueron
evaluados en el TNF a T30. Los grupos experimentales fueron los siguientes: salino

+ salino, salino + MCH, Nor + salino y Nor + MCH.
5.1.5. Determinacién del efecto de MCH en el NMR

Para evaluar el efecto comportamental inducido por la administracion de
MCH en el NMR los animales fueron evaluados en el TNF a T3, luego de la
administracion MCH (50 o 100 ng) o salino intra-NMR.

5.2. Campo Abierto (CA)

El CA es un modelo ampliamente utilizado para evaluar la actividad
locomotora horizontal asi como la exploracion vertical (Montgomery y Monkman
1955; Archer 1973). El aparato consiste en una caja de 60 x 60 cm con paredes de
acrilico rojo de 40 cm de alto y posee una camara de video colocada encima del
CA a través de la cual se filma la conducta de los animales (Lopez-Hill y cols.
2011). Todos los animales fueron naive al CA. Posteriormente a través del
programa de video-seguimiento Ethovision XT 7.0 (Noldus) se analizaron los
videos y se cuantificaron automaticamente los siguientes parametros: distancia
recorrida total (en metros como indice de actividad locomotora) y tiempo de

permanencia en el centro. Los animales fueron administrados intra-NDR con MCH

49



(25, 50 0 100 ng) o salino y evaluados en el CA a T3 y el tiempo de registro fue
de 5 min. Para el caso de la administracién intra-NMR las dosis de MCH
ensayadas fueron 50 y 100 ng y evaluados en el CA a T3y, El tiempo de registro

fue de 5 min.

5.3. Laberinto en cruz elevado (LCE)

El LCE es un modelo de ansiedad experimental en roedores que se basa en
respuestas no condicionadas a ambientes potencialmente peligrosos. Fue
desarrollado por Montgomery (1955) y validado en ratas por Pellow vy
colaboradores (1985). Este modelo es sensible al ensayo de farmacos con accion
ansiogénica y/o ansiolitica.

El aparato esta constituido por dos brazos abiertos cruzados en angulo
recto por dos brazos cerrados por paredes laterales (40 cm) que se extienden a
partir de una plataforma central de 10 x 10 cm y esta elevado a 50 cm del suelo
(Fig. 13). Dado que los roedores tienen un miedo innato a los espacios abiertos y

elevados, los brazos abiertos combinan ambos estimulos aversivos (Lister, 1990).

Brazo Cerrado

Figura 13. Modelo de Laberinto en cruz elevado o Elevated pluz maze. En la fotografia se sefala

uno de los brazos abiertos y cerrados y se indica la elevacion desde el suelo.

Los animales fueron administrados con MCH (50 ng) o salino y evaluados a
T30 y fueron colocados en el centro del laberinto con su cabeza orientada hacia un
brazo cerrado. El tiempo de registro fue de 5 min. durante los cuales se los dej6

explorar el ambiente libremente. Se cuantificaron por observacion directa los
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siguientes parametros: 1) niumero de entradas a los brazos abiertos y cerrados; 2)
tiempo de permanencia en ambos brazos. Se considerd como criterio de entrada a
los brazos la introduccion de las cuatro patas del animal dentro del mismo.
Ademas, cuantificamos las siguientes conductas: 1) evaluacién de riesgo o risk
assessment (parametro que se cuantifica sobre el brazo cerrado y consiste en el
estiramiento del cuerpo del animal hacia el brazo abierto sin abandonar el brazo
cerrado) y 2) hundimientos de cabeza o head dipping (conducta medida en el
brazo abierto cuando el animal explora fuera del margen del brazo en direccion al
suelo). La cuantificacion de estas conductas en el LCE complementa las
observaciones realizadas a partir de los parametros clasicos (numero de entradas
y tiempo en los brazos abiertos y cerrados) y colabora en la caracterizacion del
perfil ansioso/ansiolitico de los animales (Rodgers y cols., 1997; Weiss y cols.,
1998; Carobez y Bertoglio, 2005). Ambas conductas son habituales en animales
control, sin embargo, las drogas ansioliticas aumentan el numero de head dipping
y disminuyen el de risk assessment, mientras que las drogas ansiogénicas
inducen el efecto opuesto.

Los experimentos fueron filmados y mediante la utilizacién del software
Ethovision XT 7.0 se cuantificé la distancia recorrida (m) como indice de la

actividad locomotora de los animales en el momento del test.

6. Localizacién de la canula guia-microinyeccion

Luego de finalizados todos los experimentos conductuales los animales
fueron sacrificados, se diseco el cerebro y se congelé a -20°C. Se corrobor¢ la
correcta localizacion de la canula mediante cortes coronales de cerebro en un
criéstato utilizando el atlas de Paxinos y Watson (2005) como referencia.
Aleatoriamente fueron seleccionados animales de diferentes experimentos los
cuales fueron procesados para la obtencion de cortes histolégicos de cerebro a
congelacion y la posterior tincion mediante la técnica de Nissl. Aquellos animales

con canulas localizadas fuera de la region de interés, fueron descartados.
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7. Ensayos de Inmunofluorescencia

7.1. Obtencién y procesamiento del tejido

Los animales fueron anestesiados con uretano (1.2 g/kg i.p.) y perfundidos
por via transcardiaca con solucion salina e inmediatamente después con una
solucion fijadora (paraformaldehido -PFA- 4 % o PFA 4 % - glutaraldehido 0.5 %)
durante 30 min. (flujo de perfusion de 25 ml/min). Los cerebros fueron disecados y
fijados por inmersion en una solucién de PFA 4 % - sacarosa 20 % durante 2 hs.
Luego fueron mantenidos en una solucién de sacarosa (20 %) durante 24 a 48 hs.
Posteriormente los cerebros fueron incluidos en el montante CryO-Z-T (Ted Pella,
Inc) e inmediatamente congelados en hielo seco y mantenidos a -80°C hasta la
realizacion de los cortes. Se obtuvieron cortes coronales (30 um de espesor) en un
criostato (Leica, Alemania) a -22 °C. Los cortes obtenidos a nivel del NDR fueron
recogidos en flotacion en una solucion anticongelante (Solucion de OImos) y
mantenidos a -20 °C hasta su procesamiento.

Para la inmunodeteccién combinada de los antigenos MCH y GAD-67 en el
NDR los animales utilizados fueron pre-tratados con una inyeccion estereotaxica
en el ventriculo lateral (AP: -0.9; L: 1.6; DV: -3.4 a partir de Bregma) del inhibidor
del transporte anterogrado, colchicina (6 mg/ml en 10 pl). El flujo de administracion
fue de 2ul/min durante 5 min. y 5 min. de espera adicional para permitir la difusion
de la droga. La administracion de colchicina es habitualmente utilizada como
estrategia para concentrar neurotransmisores o enzimas de sintesis de diversos
neurotransmisores en el soma. Esta estrategia ha sido ampliamente utilizada para
concentrar a la enzima GAD-67 en el soma y asi detectar la presencia de
neuronas GABAérgicas en el SNC (Stamp y Semba, 1995; Bombardi, 2012).
Posteriormente los animales fueron suturados, devueltos a sus cajas y mantenidos
en el cuarto de comportamiento durante 24 hs hasta la perfusion transcardiaca

con PFA 4% - glutaraldehido 0.5 % y el procesamiento posterior del tejido.
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7.2. Inmunodeteccion in situ

Para todos los ensayos de inmunofluorescencia los cortes fueron
procesados en libre flotacién. En primer lugar los cortes fueron sometidos a varias
sesiones de lavado con una solucion tampon salina para eliminar la solucion
anticongelante. Seguidamente fueron incubados en una solucién de borohidruro
de sodio (0.5 %) durante 25 min., nuevamente lavados en PBS e incubados
posteriormente en una solucion que contiene glicina (50 mM) y albumina de suero
bovino (0.1 %) durante 60 min. Luego de varios lavados en PBS los cortes fueron
incubados en una solucién de bloqueo que contiene: suero normal de burro (NDS;
5 %), DL-Lisina (0.1 %); Triton X-100 (0.1 %) en PBS durante 60 min. Estos
procedimientos realizados previamente a la incubacion con los anticuerpos
primarios fueron utilizados como estrategia para reducir las uniones inespecificas
(no-inmunolodgicas) de los anticuerpos a moléculas del tejido y por otro lado
disminuir la fluorescencia basal de los tejidos que pueda generarse por el uso de
soluciones fijadoras con grupos aldehidos. Posteriormente los tejidos fueron
expuestos a las combinaciones de anticuerpos primarios correspondientes (doble-
inmuno-fluorescencia), diluidos en la misma solucion de bloqueo mencionada
anteriormente durante 48 hs a 4 °C. En la Tabla 1 se listan los anticuerpos
primarios y secundarios empleados. Al final del periodo de incubacion los cortes
fueron lavados con PBS e incubados simultaneamente con los respectivos
anticuerpos secundarios (Tabla 1), durante 90 min. a temperatura ambiente. Los
anticuerpos secundarios fueron diluidos en una solucion de DL-Lisina (0.1 %);
Triton X-100 (0.1 %) en PBS. Al cabo de ese tiempo los cortes fueron lavados en
PBS y por ultimo recogidos en laminas gelatinizadas (Superfrost plus, Ted Pella,
Inc) y cubiertos con cubreobjetos en medio de montaje adecuado (Citifluor,
Londres, UK). Todos los lavados, bloqueos y la incubacién con los anticuerpos
secundarios fueron realizados en agitacion. En todos los casos se realizaron
controles de la especificidad de la inmunomarcacién omitiendo la incubacion con

los anticuerpos primarios correspondientes.
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Tabla 1. Lista de anticuerpos primarios y secundarios utilizados

Anticuerpos Primarios

Anticuerpos Secundarios

Huésped Anticuerpo
Antigeno Tipo Fabricante di POY | Fluoréforo Fabricante
P iluciéon
dilucion
ImmunoStar Jackson
Cabra; Burro anti- Cy3 ImunoResearch
5-HT Policlonal Enn (WI, USA)
1:500 cabra IgG 1:1500
) (PA, USA)
. Jackson
Ratoén, - . Alexa Fluor
GAD-67 Monoclonal Millipore (CA, Bur(o anti- 488 ImunoResearch
1:1000 USA) ratén IgG 1:1500
) ) (PA, USA)
Conejo Pharf:aofent;)t(icals Burro anti- Alexa Fluor Imu#gg{fsogarch
MCH Policlonal . 488 o Cy3
1:5000 conejo IgG 1:1500
’ (CA, USA) ) (PA, USA)
7.3.  Obtencion, analisis y procesamiento de las imagenes.

La observacion de los preparados y la captura de imagenes se realizaron
con un microscopio confocal BX61-FV300 (Olympus, Japén) o TCS-SP5-DMI6000

(Leica Microsystems, Alemania).

Basados en los antecedentes que demuestran la heterogeneidad anatomica

y funcional del NDR, subdividimos este nucleo en diferentes sectores antero-

posteriores basados en la nomenclatura utilizada por Gardner y cols. (2005) y

Spiacci y cols. (2012). Teniendo en cuenta los cuatro sectores rostro-caudales del

NDR vy utilizando Bregma como referencia se dividid el NDR en subregiones: rafe
rostral (AP: -7.08), rafe medial-rostral (AP: -7.56), rafe medial-caudal (AP: -8.04) y

rafe caudal (AP: -8.76), mientras que en el sentido dorso-ventral, se definieron las
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subregiones dorsal (DRD), ventral (DRV) y alas laterales (IwWDR) segun el atlas de
Paxinos y Watson (Fig. 2). En cada una de estas subregiones fueron obtenidas
imagenes confocales y se analizd la existencia de aposiciones entre fibras
MCHeérgicas y neuronas 5-HTérgicas. A su vez, especificamente en las alas
laterales se determiné la existencia de aposiciones entre fiboras MCHérgicas vy
neuronas GABAérgicas. Las aposiciones se detectaron a través de la realizacién
de cortes ortogonales de la compaginacion de cortes opticos (Z-stacks) utilizando
el software Fluoview 5 (Olympus, Japén) o LAS AF 2.6.0.7266 (Leica
Microsystems, Alemania). Las imagenes fueron procesadas (ajuste de brillo y

contraste) utilizando el software AdobePhotoshop CS2

8. Microdialisis intracerebral

Los animales fueron implantados mediante cirugia estereotaxica con canulas guia
(BASi, MD-2250) en el NDR utlizando el mismo procedimiento descrito
anteriormente (item 3). Los animales fueron mantenidos en el cuarto de
comportamiento en cajas individuales conectados a un sistema que permite su
libre movimiento durante todo el experimento. Veinticuatro horas después de la
cirugia, a través de la canula guia, se insert6 la canula de dialisis con una longitud
de membrana de 2 mm, diametro externo 320 um y un tamafo de poro de 30
Kdaltons (BASi; MD-2200). La coordenada DV final fue de -7.0 mm. La canula de
didlisis fue conectada a una bomba de perfusién (Harvard PHD 2000) a un flujo de
1.5 ul/min por la cual se perfundié constantemente liquido cefaloraquideo artificial
(LCRa; NaCl 125 mM, KCI 2.5 mM, MgCl, 1.18 mM, CaCl, 1.26 mM; pH = 6.8) en
presencia del ISRS, citalopram (1 uM). El agregado de citalopram al LCR es una
estrategia metodolégica ampliamente utilizada para aumentar los niveles
extracelulares basales de 5-HT, debido a que cuando se espera una disminucion
en los niveles de 5-HT, su limite de deteccion puede quedar por debajo del limite

de sensibilidad de equipo (Adell y cols., 2002).
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Luego de la insercion de la canula de dialisis y se permitio la estabilizacion
del sistema por un periodo de 100 min. Inmediatamante después se comenzo con
la colecta de las muestras cada 20 minutos (30 ul de volumen cada muestra).
Luego de la colecta de 4 muestras basales con niveles estables de 5-HT, se
perfundi6 a través de la canula de dialisis (dialisis reversa) MCH a una
concentracion de 30 y 100 uM (en grupos independientes de animales) durante 40
min. y posteriormente se colectaron muestras durante 100. min adicionales. El

grupo control fue perfundido durante todo el experimento con LCRa-citalopram.

8.1. Sistema de analsis de las muestras de dialsis

Las muestras fueron analizadas inmediatamente después de su colecta
mediante un sistema de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion con Deteccion
Electroquimica (HPLC-DE). El equipo de HPLC-DE (Waters 2465) estuvo
equipado con una columna C-18 (particulas 100 A, 100 mm x 2 mm; Phenomenex
Luna) y un detector electroquimico Epsilon eP5. El potencial de oxidacion fue
fijado a +0.60 V de acuerdo al electrodo de referencia Ag/AgClI. La composicién de
la fase movil fue la siguiente: acido citrico (0.15 M), octil sulfato de sodio (0.25
mM), acetonitrilo 4% y tetrahidrofurano 5% a pH = 3.0 y el flujo de trabajo fue de
0.8 ml/min. El limite estimado de deteccién para 5-HT fue de 5 fmol/muestra. La
concentracion de 5-HT en las muestras de dialisis fue determinada a partir de la

comparacién con una solucion estandar de concentracion conocida.

8.2. Localizacion de las canulas de dialisis

Luego de finalizados los experimentos de microdidlisis todos los animales
fueron sacrificados y se diseco el cerebro para la verificacion de la localizacion de
la canula de microdialisis en cortes coronales de cerebro realizados en un
criéstato de manera similar a los decrito anteriormente. Aquellos animales con

canulas localizadas fuera de la regidn de interés, fueron descartados.
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9. Analisis de datos

Los datos fueron expresados como la Media + Error Estandar de la media
(EEM). Para todos los datos se realizo el test de normalidad de Kolmogorov-
Smirnov. Los datos comportamentales fueron analizados utilizando el test t de
Student o mediante el analisis de varianza (ANOVA) de una via seguido del test
de comparacion multiple de Newman-Keuls. Los datos de microdialsis
intracerebral fueron analizados utilizando ANOVA de dos vias para muestras
repetidas seguido del test de Bonferroni. Para ello utilizamos el software

GraphPad Prism 5.01. La significacion estadistica fue establecida para p < 0.05.
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VI.RESULTADOS Y CONCLUSIONES

58



CAPITULO |

Los resultados que se describiran en este capitulo se enmarcan dentro del
primer objetivo especifico planteado en esta tesis: Caracterizacion de los efectos
comportamentales inducidos por la administracién local de MCH en los nucleos del

rafe.

Con el fin de llevar a cabo dicho objetivo, se realizd la caracterizacién
farmacolégica del efecto pro-depresivo inducido por la administracion de MCH
intra-NDR e intra-NMR en el TNF. Dicha caracterizacion consistié en:

- Evaluar la dependencia del tiempo y de la dosis del efecto pro-depresivo
inducido por MCH en el NDR.

- Determinar si el efecto pro-depresivo inducido por MCH es mediado por el
MCHR-1 en el NDR, mediante la utilizaciéon del antagonista selectivo MCHR-1,
ATC-0175.

- Evaluar si el efecto pro-depresivo inducido por MCH en el NDR es
bloqueado por el pre-tratamiento sistémico con un farmaco antidepresivo con un
mecanismo de accion NAérgico.

- Evaluar si el efecto pro-depresivo inducido por MCH en el NDR se
relaciona con cambios en conductas de ansiedad experimental utilizando el LCE.

- Evaluar el efecto comportamental inducido por la administracién de MCH
intra-NMR en el TNF y determinar si el efecto inducido era dependiente de la
dosis.

Los resultados obtenidos demuestran que el efecto pro-depresivo inducido
por la administracion de MCH intra-NDR evaluado en el TNF, fue dependiente del
tiempo de evaluacion. De forma similar a lo previamente descrito por nuestro
grupo para la dosis de MCH de 50 ng evaluada a Ty (Lagos y cols., 2011b), MCH a
T30 mantiene su efecto pro-depresivo. Sin embargo, a Teo, este efecto ya no se
expresa en su totalidad.

Si tenemos en cuenta la vida media descrita para MCH en ensayos in vitro

t,: 32.8 min. (Maulon-Feraille y cols., 2002), es posible especular que los efectos
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de MCH en el TNF en el periodo de tiempo To-T3o estén mayormente mediados
por su accion directa en el NDR, mientras que a Tgp la disminucién mantenida en
climbing podria deberse a un efecto residual o a cambios distales
desencadenados por la accién inicial local de MCH. Sin embargo, in vivo otros
mecanismos de inactivacion de la accion de MCH, tales como difusién o
internalizacién no pueden descartarse.

A su vez, manteniendo el tiempo a T3, observamos que el efecto pro-
depresivo inducido por MCH fue dependiente de la dosis, siendo 50 ng la dosis
mas efectiva. Sin embargo, la dosis de 25 ng indujo una respuesta contraria al
efecto pro-depresivo, generando una reduccion de la inmovilidad, sugiriendo que
MCH podria generar efectos opuestos.

Se confirmd que los efectos comportamentales inducidos por las diferentes
dosis de MCH ensayadas, evaluadas en el TNF, eran especificos e
independientes de las alteraciones observadas en la actividad locomotora de los
animales dado que ninguna de las dosis ensayadas modifico la distancia recorrida
en el CA.

Teniendo en cuenta estos resultados, concluimos que las condiciones
Optimas para la caracterizacion del efecto pro-depresivo agudo inducido por MCH
son: dosis de MCH 50 ng evaluada a T3o.

El efecto pro-depresivo de MCH estuvo mediado especificamente por el
MCHR-1 expresado en el NDR, ya que dicho efecto fue bloqueado en presencia
del antagonista MCHR-1 ATC-0175.

El bloqueo completo por nortriptilina del efecto pro-depresivo inducido por
MCH lleva a postular la existencia de un mecanismo NAérgico subyacente a la
accion de MCH en el NDR. Es posible que la aplicacion de MCH intra-NDR
reduzca la liberacion local del NA (por accién directa del MCHR-1 sobre terminales
NAérgicas), reduciendo el tono facilitador NAérgico sobre las neuronas 5-
HTérgicas y alterando el balance 5-HT/NA. Sin embargo, no se puede descartar

que el efecto antidepresivo inducido por Nor prevalezca sobre el tono MCHérgico.
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Por otra parte, el bloqueo por nortriptilina demuestra que el efecto pro-
depresivo de MCH es sensible al tratamiento con antidepresivos con mecanismo
de accion 5-HTérgico, asi como NAérgico.

Contrario a lo que se esperaba, el efecto pro-depresivo inducido por la MCH
intra-NDR no se vio acompafiado de cambios en la ansiedad experimental de los
animales evaluada en el LCE. Este resultado sugiere que el sistema MCHérgico
en el NDR no estaria ejerciendo una accion funcional en relacion a la ansiedad, al
menos a la dosis y tiempo en que aparece el efecto pro-depresivo. Es posible
especular, que MCH actuando a nivel del NDR, seria capaz de discriminar entre
ambas entidades comportamentales. Sin embargo, no se puede descartar que la
perfusion de MCH no haya alcanzado la subregién caudal del rafe, vinculada
preferencialmente a la aparicion de conductas de ansiedad (Hale y cols., 2012).
Futuros experimentos deberan ser disefiados para micro-inyectar MCH a ese nivel
y confirmar si existe o no una contribucion especifica de la funcion MCHérgica en
relacion a las diferentes subregiones del rafe y al correlato conductual (aparicién
de conductas pro-depresivas y de ansiedad). Por otra parte, si bien no podemos
desconocer que MCH aumenté el tiempo en el centro en el CA, el cual podria
interpretarse como un efecto ansiolitico, el LCE es considerado un modelo mas
especifico para la evaluacién de conductas de ansiedad (Razafsha y cols., 2013).
Sin embargo, la evaluacion de los efectos de MCH en otros test conductuales de
ansiedad experimental contribuiria a esclarecer el papel de MCH actuando a nivel
del NDR y su relaciéon con la ansiedad.

Por otro lado, la administracién de MCH intra-NMR indujo un efecto pro-
depresivo en el TNF, al igual que el observado luego de la administracion de MCH
en el NDR. Este efecto fue dependiente de la dosis ensayada. Sin embargo, el
efecto pro-depresivo presenté un perfil de respuesta, y sensibilidad a la dosis de
MCH diferente al descrito para el NDR. Mientras que MCH 50 ng evaluada a T3
en el NMR no indujo cambios en el TNF, la respuesta en el NMR apareci6 a la
dosis de 100 ng. Sumado a esto, el perfil conductual se caracterizo por un

aumento en la inmovilidad y una disminucién en el tiempo de nado, sin modificar el
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climbing. Este efecto es similar al inducido por un ISRS, sugiriendo la participacion
de un mecanismo 5-HTérgico neto subyacente a las acciones de MCH en el NMR.

Se confirmd que los efectos comportamentales inducidos por las dosis de
MCH ensayadas, evaluados en el TNF, eran especificos e independientes de las
alteraciones observadas en la actividad locomotora de los animales evaluada en el
CA.

Concluimos que el NMR seria otro de los sustratos anatdmicos para la
accién de MCH vinculada a la modulacion de los estados emocionales. Diferencias
anatémicas intrinsecas entre ambos nucleos, en la densidad y localizacion de
receptores MCHR-1 asi como en el patrén de inervacion MCHeérgico, podrian

explicar los efectos especificos de MCH en ambos nucleos.

El conjunto de resultados obtenidos fue incluido en dos articulos cientificos:

ARTICULO |
“Prodepressive effect induced by microinjections of MCH into the dorsal raphe:

time course, dose dependence, effects on anxiety-related behaviors, and reversion
by nortriptyline”. Urbanavicius J, Lagos P, Torterolo P, Scorza C. Behavioural
Pharmacology, 25: 316-324; 2014.

ARTICULO II.

“The median raphe nucleus participates in the depressive-like behavior induced by
MCH: Differences with the dorsal raphe nucleus”. Lopez-Hill X, Pascovich C,
Urbanavicius J, Torterolo P, Scorza C. Peptides, 50: 96-99; 2013.
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CAPITULOII

Los resultados que se describiran en este capitulo se enmarcan dentro del
segundo y tercer objetivo especifico planteados en esta tesis: Determinar la
distribucion de la inervacion MCHérgica en el NDR y evaluacion de los efectos de

MCH sobre la transmision 5-HTérgica en el NDR.

Con el fin de llevar a cabo estos objetivos realizamos una caracterizacion de la
inervacion MCHeérgica al NDR y evaluamos los cambios neuroquimicos sobre la

transmision 5-HTérgica en el NDR. Este trabajo consistio en:

- Estudiar el patron de inervacion MCHérgica en el NDR teniendo en cuenta
las diferentes subregiones.

- Determinar la existencia aposiciones entre las fibras MCHérgicas y las
neuronas 5-HTérgicas, segun la regionalidad anatomica del NDR.

- Evidenciar la existencia de aposiciones las fiboras MCHérgicas del NDR con
neuronas GABAérgicas en las alas lateral del NDR.

- Estudiar los cambios en los niveles extracelulares de 5-HT en el NDR luego

de la aplicacion local de MCH. Establecer la dependencia de la dosis.

En este trabajo observamos que las fibras MCHérgicas se presentan en
forma de varicosidades e inervan de una forma leve a moderada el NDR, de
acuerdo a lo descrito por Bittencourt y colaboradores (1992). Demostramos que
las mismas se distribuyen de manera homogénea en toda la extensidon rostro-
caudal y dorso-ventral del NDR y se entremezclan con las neuronas 5-HTérgicas
del nucleo con las cuales establecen aposiciones en todas las sub-regiones
analizadas. De esta forma MCH podria ejercer acciones directas sobre las
neuronas 5-HTérgicas modulando asi, su actividad. Las fibras MCHérgicas
también establecen aposiciones con las neuronas GABAérgicas localizadas en las
alas laterales del NDR. Al igual que lo propuesto para las neuronas 5-HTérgicas,
MCH podria modular de manera directa la actividad de las neuronas
GABAérgicas.
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Demostramos que MCH induce cambios sobre la liberacién de 5-HT y que estos
efectos son opuestos y dependientes de la dosis. Basados en los resultados
anatomicos, una accion directa de MCH sobre las neuronas 5-HTérgicas y
GABAérgicas podria explicar los resultados neuroquimicos. Es posible especular
que la disminucion en los niveles de 5-HT a bajas concentraciones MCH, se
explique por la accién inhibitoria de MCH directa sobre las neuronas 5-HTérgicas.

Por otro lado, el aumento de 5-HT (obtenido luego de la perfusion de una
concentracion mayor de MCH) podria vincularse a la inhibicion de las neuronas
GABAérgicas, desencadenando la liberacién de la inhibicion de las 5-HTérgicas
ejercida por las neuronas GABAérgicas (desinhibicion). Por otro lado, los
resultados neuroquimicos indican que MCH seria mas potente en producir su
efecto inhibitorio directo sobre las neuronas 5-HTérgicas que sobre las
GABAérgicas. Esto podria estar dado por las caracteristicas anatémicas del
nucleo asi como una expresion diferencial de los MCHR-1 sobre ambos tipos
celulares.

Este trabajo aporta informacion original acerca de la conectividad anatomica

y funcional del sistema hipotalamico MCHérgico en el NDR.

El conjunto de resultados obtenidos forman parte de un manuscrito en

preparacion:

ARTICULO Il
“MCHergic projections to the dorsal raphe nucleus: an immunohistochemical and

microdialysis study”. Jessika Urbanavicius, Patricia Lagos, Pablo Torterolo and

Cecilia Scorza. Peptides, 2015.
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VII. CONCLUSIONES GENERALES

De acuerdo a la hipdtesis planteada en esta tesis, hemos confirmado que
MCH actuando a nivel del NDR, promueve la aparicion de un comportamiento tipo-
depresivo, extendiendo su accion al NMR. Este resultado sugiere que una
activacién aguda del sistema MCHérgico en los nucleos del rafe subyace a la
aparicion de conductas tipo-depresivas. Contrario a lo que se esperaba, el efecto
tipo-depresivo no estaria acompafado de cambios en la ansiedad experimental,
indicando que la accion neurobioldgica de MCH particularmente en el NDR, seria
especifica y que, en las dosis y los tiempos analizados, permitiria discriminar entre
ambas entidades comportamentales. Estos resultados colaboran ademas en el
esclarecimento de las evidencias contradictorias publicadas sobre las acciones de
MCH en diferentes regiones del SNC en relacién a la ansiedad. Sin embargo, la
realizacion de experimentos que profundicen en la contribucion especifica de la
funcién MCHeérgica a distintos niveles del NDR y NMR, resultan de gran relevancia
para confirmar dicha hipotesis.

Si bien habiamos sugerido que un mecanismo 5-HTérgico participa en las
acciones conductuales de MCH, en el desarrollo de esta tesis demostramos que
MCH en el NDR modula la neurotransmision de 5-HT de una forma opuesta.
Considerando que una accion antidepresiva aparece relacionada a un aumento en
la transmision 5-HTérgica, el efecto conductual pro-depresivo de MCH podria
asociarse al efecto inhibidor sobre dicha transmisidén. Sin embargo, deberan
disefiarse experimentos que confirmen ésta relacion directa. A su vez, es
importante considerar que la accion de MCH en el NDR podria tener como
consecuencia cambios en la transmision 5-HTérgica en regiones terminales (por
ejemplo en CPF o Hc) los cuales podrian también ser responsables de los efectos
conductuales observados.

Los resultados morfolégicos permitieron confirmar que el sistema

MCHeérgico establece contactos anatomicos en forma de aposiciones con las
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neuronas 5-HTérgicas en toda la extensién del NDR, apoyando la hipétesis de una
accion inhibitoria directa de MCH sobre este tipo neuronal. A su vez, se puso en
evidencia la presencia de aposiciones anatémicas entre el sistema MCHérgico con
neuronas GABAérgicas, sugiriendo la existencia de contactos sinapticos directos,
los que permitirian explicar los cambios neuroquimicos sobre la liberacion de 5-HT
inducidos por MCH a altas concentraciones. En su conjunto, estos hallazgos
aportan informacion sobre el sustrato neurobiolégico que subyaceria a las
acciones de MCH a nivel del NDR. La extension de este tipo de estudios
morfoldgicos al NMR, permitira establecer el sustrato anatémico para la accién de
MCH en este nucleo y esclarecer las acciones diferenciales de MCH a nivel del
NDR y NMR.

Si bien la hipétesis de trabajo se enmarca en la interaccién entre el sistema
MCHérgico y 5-HTérgico, no descartamos la participacion de otro mecanismo que

involucre la interaccidon de estos sistemas con el sistema NAérgico en el NDR.

En su conjunto, consideramos que los resultados obtenidos en esta Tesis
constituyen una contribucion original al conocimiento de las caracteristicas
anatémicas del circuito entre el sistema hipotalamico MCHérgico y los nucleos del
rafe dorsal y medial, asi como de algunos mecanismos implicados en su
funcionamiento. Proponemos que los cambios estructurales y/o funcionales en el
sistema MCHeérgico a nivel del rafe contribuirian al conocimiento de la regulacion

de los estados emocionales.
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VIIl. PERSPECTIVAS

A partir de los resultados obtenidos surgen una serie de perspectivas,

alguna de las cuales se resumen a continuacion:

Si bien MCH induce un efecto pro-depresivo evaluado en el TNF, es
necesario confirmar dicho efecto conductual utilizando otros test
conductuales, tales como el Test de preferencia de sacarosa y de
desesperanza aprendida, asi como su sensibilidad a antidepresivos ISRS e
ISRN. A su vez, dado que el efecto pro-depresivo de MCH se observo luego
de una administracion aguda intra-NDR, es necesario investigar si dicho
efecto se mantiene luego de la administracion repetida de MCH.

Seria imprescindible confirmar si el efecto conductual pro-depresivo
inducido por MCH intra-NDR se asocia de manera directa a una
disminucién en los niveles de 5-HT a nivel del NDR, NMR y en regiones

terminales vinculadas con la fisiopatologia de la depresién (Hc o CPF).

Teniendo en cuenta que nuestros resultados indican que existiria un
mecanismo NAérgico en las acciones de MCH, es necesario confirmar si
MCH intra-NDR modula los niveles extracelulares de NA vy si un efecto pro-
depresivo aparece luego la administracion de MCH en el Locus coeruleus.
Determinando la expresion del MCHR-1 en terminales NAérgicas en el NDR

confirmaria un posible mecanismo de accion para MCH en éste nucleo.

Aunque nuestros resultados conductuales mostraron que MCH intra-NDR
no indujo cambios en la ansiedad evaluada en el LCE, el tiempo en el
centro en el CA se vio aumentado. En este contexto seria interesante
evaluar los efectos de MCH intra-NDR en otros test conductuales de
ansiedad como el T-maze. Por otra parte, seria interesante determinar si

micro-inyecciones de MCH en subregiones especificas del NDR (como el
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rafe caudal), generan alteraciones en las conductas de ansiedad
experimental. Estos experimentos permitiran determinar si el sistema
MCHeérgico en las diferentes subregiones del NDR contribuye de manera

especifica a la induccion de conductas tipo pro-depresivas y/o de ansiedad.

Si bien observamos una inervacion MCHérgica homogénea en el NDR, es
indispensable realizar un estudio cuantitativo con el fin de identificar
posibles diferencias en la inervacion MCHérgica en funcién de las
subregiones estudiadas en el NDR. A su vez, seria interesante extender
esta caracterizacion a aquellas regiones de proyeccion del NDR y NMR

vinculadas con la fisiopatologia de la depresion (Hc, CPF, Am).

Si bien evidenciamos la presencia de aposiciones entre fiboras MCHérgicas,
neuronas 5-HTérgicas y GABAérgicas, es necesario confirmar, mediante
microscopia electrénica o micoscopia confocal de triple inmuno-marcado
fluorescente con un marcador de sinapsis, si dichos contactos implican la

presencia de sinapsis entre ambos componentes.

Teniendo en cuenta las acciones diferenciales de MCH a nivel del NDR y
NMR, seria interesante caracterizar el patron de inervacion MCHérgica y
localizacion de los MCHR-1 a nivel del NMR, asi como determinar si existen

diferencias en la densidad de expresion del MCHR-1 entre ambos nucleos.
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Prodepressive effect induced by microinjections of MCH into
the dorsal raphe: time course, dose dependence, effects on
anxiety-related behaviors, and reversion by nortriptyline
Jessika Urbanavicius®, Patricia Lagos®, Pablo Torterolo® and Cecilia Scorza®

Melanin-concentrating hormone (MCH) administered within
the rat dorsal raphe nucleus (DRN) has been shown to elicit
prodepressive behaviors in the forced-swim test. The
present study was designed to evaluate the time course
(30 and 60 min) and dose dependence (25-100 ng) of this
effect, and whether it would be antagonized by an intra-DRN
microinjection of the MCH-1 receptor antagonist ATC0175
(ATC, 1 mmol/I) or intraperitoneal pretreatment with the
noradrenergic antidepressant nortriptyline (20 mg/kg). The
results showed that the behavioral effect of MCH was time
and dose dependent as immobility was increased, and
climbing decreased, only by the 50 ng MCH dose at T5,. The
effect was mediated by MCH-1 receptors as a significant
blockade of this behavioral response was observed in ATC-
pretreated animals. ATC did not by itself modify animal
behavior. Nortriptyline also prevented the prodepressive-
like effect of MCH. Concomitantly, the effect of MCH (50 ng)
at T30 on anxiety-related behaviors was assessed using the
elevated plus-maze. Interestingly, these behaviors were

Introduction

Previous anatomical and behavioral studies have shown
that melanin-concentrating hormone (MCH) is involved
in the modulation of emotional states, in addition to its
classical functions such as food intake control, energy
balance, and sleep behaviors (Chung e a/., 2009, 2011;
Torterolo er al., 2011; Blouin ez a/., 2013). However, little
is known about the brain regions, pathways, and
mechanisms that relate the MCHergic system to
depressive and anxiety states.

MCH is a cyclic neuropeptide of 19 amino acids. Its
biological function in rodents is mediated by a G-protein-
coupled receptor subtype known as MCH-1 (MCHR-1;
Saito ez al., 2001). MCH is predominantly synthesized by
neurons located in the lateral hypothalamus and the
incertohypothalamic area (Bittencourt ez a/., 1992; Saito
et al., 2001), which send projections to several brain
regions (Bittencourt ez 4/, 1992; Bittencourt, 2011).
There is evidence that MCHergic fibers reach the dorsal
raphe nucleus (DRN) in rats (Bittencourt ¢z a/., 1992;
Lagos er al., 2011a; Yoon and Lee, 2013). The DRN
contains the vast majority of the serotonergic neurons of
the brain (Azmitia and Segal, 1978; Jacobs and Azmitia,
1992; Monti, 2010; Calizo ef a/., 2011) and it has been
suggested that a dysfunction in the serotonergic neurons
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unchanged. In conclusion, MCH administration within the
DRN elicits, through the MCH-1 receptor, a depression-
related behavior that is not accompanied by changes in
anxiety and that is prevented by a noradrenergic
antidepressant. Behavioural Pharmacology 25:316-324
© 2014 Wolters Kluwer Health | Lippincott Williams &
Wilkins.
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of the DRN underlies major depression (Underwood
et al., 1999; Arango et al., 2002).

We have reported previously that MCH induced a
depressive-like behavior in the forced-swimming test
(FST), that is a significant increase in immobility and
decrease in climbing times, immediately following a
microinjection into the DRN of the rat (time 0, 7;). MCH
immunoncutralization (i.e. anti-MCH antibodies micro-
injected into DRN) elicited an antidepressant-like
behavioral response in the FST, defined by a sig-
nificant decrease in immobility and increase in swimming
behavior (LLagos e a/., 2011a). It has also been shown that
MCH microinjected within the DRN increased, for at
least 6 h, the time spent in REM sleep (LLagos e al.,
2009), a behavioral disturbance observed in depressive
patients (Palagini ez a/., 2013). Overall, these results
support the idea that the MCHergic system plays a role
in the induction of depressive-like behaviors through the
modulation of neuronal activity within the DRN (Lagos
et al., 2009, 2011a).

The effect of MCH in the FST was partially prevented
by systemic and subchronic treatment with fluoxetine, a
selective 5-hydroxytryptamine (5-HT) reuptake inhi-
bitor. This finding led us to propose that a serotonergic
mechanism may be involved (LLagos er a/, 2011a).
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However, it was observed that MCH induced a behavioral
pattern that is in contrast to that described previously for a
prototypical noradrenergic antidepressant, which decrea-
ses immobility by increasing climbing behavior, but not
for a serotonergic antidepressant, which decreases
immobility by increasing swimming behavior (Detke
et al., 1995; Cryan et al., 2002). Therefore, a noradrenergic
role in this prodepressive effect should also be
considered.

In the present study, a detailed characterization (time
course and dose dependence) of the behavioral effects
elicited by MCH intra-DRN was performed in rats using
the FST. The specificity of MCH action was studied
using intra-DRN pretreatment with ATC0175 (ATC), a
potent MCH antagonist with a high affinity for MCHR-1
(Chaki ez al., 2005). In addition, we evaluate whether the
systemic pretreatment with nortriptyline (Nor), a tricyclic
antidepressant and noradrenaline (NA) reuptake inhi-
bitor (Roubert ¢z 4/., 2001; Dell’Osso ¢t al., 2011), would
revert the prodepressive effects elicited by MCH.
Considering that anxiety commonly co-occurs clinically
with depression (Nutt and Stein, 2006), the effect of an
MCH microinjection into the DRN on anxiety-related
behaviors was also explored using the elevated plus-maze
(EPM) test.

Methods

Subjects

A total of 153 male Wistar rats (240-260 g), bred in the
IIBCE animal facilities (Montevideo, Uruguay), were
used in this study. Rats were housed in groups of five to
six in plastic cages (50x37.5%21cm), with food and
water freely available, under controlled conditions (tem-
perature 22+2°C, 12h light-dark cycle, lights on at
07:00 h). All procedures were carried out in accordance
with the IIBCE Bioethics Committee’s requirements
under the current ethical regulations of the National Law
on Animal Experimentation No. 18.611, taking into
account the ‘Guidelines for the care and use of laboratory
animals’ (8th ed., National Academy Press, Washington
DC, 2011). Adequate measures were adopted to mini-
mize discomfort or stress of the animals, and all efforts
were made to use the minimal number of animals
necessary to produce reliable scientific data.

In all behavioral experiments, rats were used only once.
Experiments were conducted between 11:00 and 16:00 h,
and behavior was rated simultaneously by two trained
researchers.

Surgical procedures

Animals were anesthetized with an intraperitoneal
injection of a mixture of ketamine (90 mg/kg) and xyla-
zine (5 mg/kg) from Konsol Koéning S.A Laboratory and
mounted in a stereotaxic apparatus (David Kopf
Instruments, Tujunga, CA, USA). A small hole was dril-
led in the skull at coordinates that were determined
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relative to the Bregma according to the atlas of Paxinos
and Watson (2005): anterior, — 7.8 mm and lateral to the
midline, + 3.2 mm. A stainless-steel guide cannula (21 G,
length 20 mm) was slowly inserted at a 30° angle and left
1 mm above the target (—5 mm vertical from the dura
mater) to minimize cellular damage at the injection site.
Three small stainless-steel screws serving as anchors
were cemented to the skull with dental acrylic. After
recovering from anesthesia, the rats were returned into
their home cages in groups of three to four until the day
of the experiment (5-6 days after guide cannula
implantation).

Drugs and microinjection procedure

MCH (Phoenix Pharmaceuticals Inc., Belmont, CA,
USA; #070-47) was diluted in saline to obtain a final
concentration of 0.125, 0.25, and 0.5 pg/ul (25, 50, and
100 ng, respectively).

Aliquots were prepared, frozen at —20°C, and thawed
immediately before use. The MCHR-1 antagonist
N-[cis-4-[[4-(dimethylamino)-2-quinazolinyl] amino]
cyclohexyl]-3,4-difluorobenzamide hydrochloride, ATC
(Tocris Bioscience, Bristol, UK), was diluted in a 1.5%
solution of T'ween 80 and distilled water to obtain a final
concentration of 1 mmol/l. Nor hydrochloride was gen-
erously donated by Urufarma Laboratories (Montevideo,
Uruguay).

One day before the behavioral experiments, rats were
brought in their home cages to the experimental room,
where they remained undisturbed until the beginning of
the experimental sessions. On the test day, MCH, ATC,
or their respective vehicle solutions were microinjected
into the DRN through an administration cannula (27 G,
length 21 mm) connected to an infusion pump (Harvard
Apparatus; Instech, Plymouth Meeting, PA, USA) and
introduced slowly through the guide cannula toward a
final position in the DRN (-6 mm vertical). Then, the
animals were allowed to move freely in a cage
(26 x20x 13 cm) while MCH, A'TC, or vehicle was per-
fused at a flow rate of 0.1 pl/min for 2 min (final volume of
0.2 pl); thereafter, the cannula was left in position for one
additional minute to allow drug diffusion.

Forced-swim test

The FST was performed as described previously (Detke
et al., 1995; Lucki, 1997; Lagos ef al., 2011a). Briefly, rats
were placed in a plexiglas cylinder (30 cm internal dia-
meter, 50 cm height) containing 23-24°C water at a depth
of 30 cm, preventing the rats from supporting themselves
touching the bottom with their paws. Animals were
exposed to a swim session for 15 min (pretest session)
and they were then dried and returned to their home
cages. T'wenty-four hours later, a test session (5 min) was
carried out, during which immobility (passive behavior)
as well as swimming and climbing time (active behaviors)
were recorded (Detke ¢z a/., 1995). The total duration of
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each behavior was scored in seconds (s). Immobility was
assigned when no additional activity was observed other
than that required to keep the head and nose above the
water level. Swimming behavior was defined as movements
(usually horizontal) throughout the cylinder, and climbing
behavior consisted of vigorous and upward-directed move-
ments of the forepaws along the cylinder wall (Porsolt e a/.,
1978; Detke ¢z al., 1995; Cryan e al., 2002).

For the time-course study, MCH (50 ng) or saline was
microinjected into the DRN in different groups of ani-
mals, and behavioral effects in the FST were evaluated
independently 30 and 60 min (73, and Ty, respectively)
after the end of ecach microinjection procedure. Two
other doses of MCH (25 and 100 ng) were tested in other
groups of animals at 73y only to evaluate the dose
dependence of the behavioral effects.

"T'o study the specificity of MCH action, a second group of
implanted animals was pretreated with intra-DRN ATC
1 mmol/l or vehicle, followed 10 min later by an intra-
DRN injection of MCH or saline (vehicle + saline,
vehicle + MCH, ATC + saline, and ATC + MCH groups).

A third group of implanted animals was pretreated with
three doses of Nor (20 mg/kg, intraperitoneally) admi-
nistered 1 h after the end of the pretest session and 5 and
1 h before the test session (Detke ¢z a/., 1995; Cryan et al.,
2002). A control group received vehicle (saline) injections
under the same schedule. Animals pretreated with either
vehicle or Nor were then microinjected with intra-DRN
MCH or saline and 30 min later were tested in the FST
(vehicle + saline, vehicle+ MCH, Nor+saline, and
Nor+MCH groups).

Open-field test

To control for the nonspecific effects of MCH on the
behaviors evaluated in the FST, an additional group of
animals was treated with MCH or saline and locomotor
activity was measured. The open-field test (OFT) was
conducted as described previously (Lagos e a/., 2011a).
The apparatus consisted of a square box (60 X 60 cm) with
red acrylic walls (40 cm high), homogenously illuminated
(150 lux). Locomotor activity was recorded automatically
by a camera connected to a computer equipped with
Ethovision software 7.0 (Noldus, Wageningen, the
Netherlands). We measured the horizontal locomotor
activity, defined as the total distance moved in meters (m).
Time (s) spent in the center of the field was also recorded.
Before each session, the floor was cleaned with alcohol
(30%). 'Thirty minutes (73) after intra-DRN MCH (25, 5,0
and 100 ng) or saline microinjections, the animals, naive to
the OFT, were individually placed in the center of the
field and locomotion was recorded during 5 min.

Elevated plus-maze
The EPM was made of wood and consisted of two
opposed open arms (50 X 10 cm) crossed at a 90° angle

with two opposed closed arms (50 X 10 X 40 cm), which
extended from a 10X 10 cm central platform. The maze
was elevated 50 cm above the floor (Pellow and File,
1986) and homogenously illuminated (190-200 lux).
Thirty minutes (730) after intra-DRN MCH (50 ng) or
saline microinjections, the animal was individually placed
on the central platform of the EPM facing a closed arm
and allowed to freely explore the EPM for 5 min. The
frequency of entries and time spent in open and closed
arms, frequency of risk assessment, and head dipping
were recorded. EPM performance was also videotaped
and the distance moved (m) by the animal was recorded
automatically using the Ethovision software. The EPM
was cleaned with alcohol (30%) between animals.

Histology

To confirm the microinjection site, rats were deeply
anesthetized with urethane (1.2 g/kg, intraperitoneally;
Sigma, St. Louis, MO, USA) and perfused transcardially
with a heparinized saline solution, followed by a fixative
solution containing 4% paraformaldehyde. Brains were
dissected out and processed for histological procedures.
Brains were coronally sectioned at 30 um using a cryostat
(Leica Microsystem CM 1900, Wetzlar, Germany). Then,
sections were mounted on gelatin-coated slides and
stained by the Nissl method. Brain sections were ana-
lyzed to determine the correct cannula placement and
the microinjection sites following the atlas of Paxinos and
Watson (2005). Animals with cannula placement and
microinjections outside the DRN were discarded.
Microphotographs indicating localizations of microinjec-
tions within the DRN have been shown in previous
studies from our group (Lagos ez a/., 2009, 2011a, 2011b).

Statistical analysis

Data are reported as mean=SEM and were analyzed by
one-way analysis of variance for independent measures,
followed by a post-hoc Newman—Keuls test. The two-
tailed unpaired Student’s rtest was also utilized.
Statistical significance was set at a P value of less
than 0.05.

Results

Evaluation of cannula localization

In Fig. 1 the DRN sites where MCH, ATC, or vehicle
were microinjected are shown in composite diagrams.
The microinjection sites of 137 rats are marked as dark
spots (at —7.80 mm from the bregma) and in open circles
(at =7.68 and —7.92 mm) for 16. Each dark spot repre-
sents 9—17 microinjection sites. Open triangles represent
the microinjection sites of 25 animals that were discarded
(each represents 5-10 injection sites) because the can-
nula was localized in the periaqueductal gray, aqueduct,
or lateral to the DRN. Variable or no behavioral effects
were observed when cannula placement was outside the
DRN. Only those animals with a correct anatomical
localization were included in the data analysis.
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Representative localization of microinjection sites in the dorsal raphe nucleus. The figure shows a schematic diagram of coronal sections at three
different levels (—7.68, —7.80, and — 7.92 mm from Bregma) according to the atlas of Paxinos and Watson (2005), showing the MCH or saline
microinjection sites as dark spots (each representing 9-17 animals) and 16 open circles (each representing an individual animal). Open triangles
represent 5-10 sites of injection outside the DRN. DRN, dorsal raphe nucleus; MCH, melanin-concentrating hormone.

Time course of the effect of MCH in the FST

Figure 2 shows the effect of MCH (50 ng) in the FST,
evaluated 30 (Fig. 2a—c) and 60 min (Fig. 2d-f) after
microinjection into the DRN. MCH significantly
increased the immobility time compared with the
respective control group at 73 [£12)=3.18, P <0.01]; this
parameter was not significantly altered at T [#12)=2.09,
P=0.06; Fig. 2d]. For swimming behavior, no significant
differences were found between saline-treated and
MCH-treated groups at either evaluation time
[f(12)= 188, P=0.08 and f(12)= 154, NS for T30 and T609
respectively; Fig. 2b and e¢]. However, MCH led to a
significant decrease in climbing time at 73g [#12)=2.23,
P<0.05] and Teo [#12)=2.42, P<0.05] compared with
the respective control group (Fig. 2c¢ and f). Overall,
MCH induced a clear depressive-like response at 75, but
this effect was less evident at 7.

Dose dependence of the effect of MCH in the FST

As significant differences in immobility and climbing
time were observed 30 min after MCH (50 ng) micro-
injection, we selected this time to test the effect of MCH
at two more doses (25 and 100 ng). Data from the pre-
vious test with MCH 50 ng at 73, were included in the
analysis. Figure 3 shows that MCH elicits different
behavioral profiles depending on the dose. A significant
reduction in immobility time was observed when MCH
was microinjected at the lowest concentration (25 ng)
[#10y=2.33, P<0.05; Fig. 3a], without modifying swim-
ming (Fig. 3b) or climbing (Fig. 3c) time [#0)=0.78,
0.70, respectively, NS]. As reported above, MCH (50 ng)
significantly increased immobility time (P < 0.01; Fig. 3a),
with a concomitant decrease in climbing time (£ < 0.05;
Fig. 3c), but no effect on swimming time (Fig. 3b).
Neither immobility [#36)=1.27, P=0.22] nor swimming
[#16y=1.31, P=0.22] behavior was altered significantly by

MCH 100 ng; however, a significant decrease in climbing
behavior was observed [£16,=2.61, P <0.05; Fig. 3c].

Locomotor activity was unchanged at any of the doses of
MCH tested [F'324)=0.51, NS: Table 1]; thus, nonspecific
effects can be excluded as an explanation for the FST results.
However, the time spent in the center of the field was sig-
nificantly increased by MCH 50 ng [F3 24y=15.63, P <0.001;
post-hoc P <0.001], but not by MCH 25 and 100 ng,

Effects of MCH in the FST in ATC pretreated animals
Figure 4 shows the effect on behavior in the FST of
intra-DRN MCH (50 ng), evaluated at 73y, in ATC-
pretreated or vehicle-pretreated animals. For immobi-
lity time, a significant effect of treatment was observed
[F3,24y=4.33, P<0.05]. MCH significantly increased
immobility time in vehicle-pretreated animals (vehi-
cle + saline vs. vehicle + MCH, P < 0.05; Fig. 4a), but this
effect was absent in ATC-pretreated animals
(vehicle+ MCH vs. ATC+MCH, P<0.05; Fig. 4a).
Intra-DRN ATC did not alter immobility time compared
with the control group.

No significant treatment effects were observed on swimming
behavior [F(5,4)=1.35, NS; Fig. 4b], but there was a sig-
nificant treatment effect on climbing behavior [F 24 =442,
P<0.05]. A significant reduction in climbing behavior was
elicited by MCH (vehicle +saline vs. vehicle+MCH,
P <0.05; Fig. 4c) and this effect was significantly prevented
by pretreatment with ATC (vehicle+ MCH vs. ATC+
MCH, P<0.05). ATC per se did not significantly alter

climbing behavior compared with the control group.

Effects of MCH in the FST in nortriptyline-pretreated
animals

Figure 5 shows the effects of MCH (50 ng), evaluated
30min after microinjection into the DRN in
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Effects of MCH 50 ng or saline on behavior in the FST 30 (T30; a—c) and 60 min (Tgo; d—f) after microinjection into the DRN. Bars represent
mean+ SEM of time spent in immobility, swimming, or climbing behavior.*P < 0.05; **P < 0.01, relative to the respective control group; Student t-test;
n=7 per group. DRN, dorsal raphe nucleus; FST, forced-swim test; MCH, melanin-concentrating hormone.

Fig. 3
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Effects of MCH 25, 50, and 100 ng or saline on behavior in the FST 30 min after microinjection into the DRN. Data are shown as percent change in
relation to the respective control group+ SEM. The absolute values (mean+ SEM) for control and treated animals, respectively, were as follows:
Immobility time (a) 25 ng, 99.5+11.0 versus 71.1+5.1; 50 ng, 82.4+ 16.7 versus 156.7+ 16.2; 100 ng, 86.2+ 13.1 versus 112.1+ 15.4. Swimming
time (b) 25 ng, 169.0+11.3 versus 184.0+ 15.3; 50 ng, 145.9+ 14.5 versus 108.6 £ 13.4; 100 ng, 165.7+11.0 versus 165.9+ 14.6. Climbing time
(c) 25 ng, 31.56+ 8.4 versus 44.8+16.9; 50 ng, 71.7+ 13.1 versus 35.2+8.7; 100 ng, 48.1 + 6.4 versus 22.0+5.7.*P < 0.05; **P < 0.01, for difference
from the respective control group, two-tailed unpaired Student t-test; n=6-9 per group. DRN, dorsal raphe nucleus; FST, forced-swim test; MCH,
melanin-concentrating hormone.
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Table 1 Effect of MCH microinjection into the DRN in the open-
field test

Treatment
Parameters Control MCH (25) MCH (50) MCH (100)
Distance moved (m)  22.2+1.1 18.9+3.1 21.9+1.6 20.8+2.2
Center time (s) 3.1+1.4 3.2+1.2 11.2+ 1.2 1.2+04

Values are represented as mean+ SEM.

The control group was microinjected with saline.

One-way ANOVA, followed by Newman-Keuls test, n=6-7 for each group.
The effects were evaluated 30 min after the microinjection.

ANOVA, analysis of variance; DRN, dorsal raphe nucleus; MCH, melanin-
concentrating hormone.

*Statistical differences versus the control group.

***P<0.001.

Nor-pretreated or vehicle-pretreated animals. A sig-
nificant effect of treatment on immobility time was
observed [F(330)=8.09, P<0.001]. Post-hoc analysis
showed a significant increase in the immobility time
following MCH relative to vehicle-pretreated animals
(vehicle +saline vs. vehicle + MCH, P<0.01; Fig. 5a),
but Nor pretreatment significantly prevented this effect
(vehicle+ MCH vs. Nor+MCH, P<0.001; Fig. 5a).
Administration of Nor plus intra-DRN saline induced a
nonsignificant reduction in immobility time compared
with the control group.

No treatment effects were observed on swimming
behavior [F330)=0.66, NS; Fig. 5b]. However, in the
case of climbing behavior, there was a significant treat-
ment effect [F330)=16.11, P<0.001]. Post-hoc tests
showed that, compared with the control group, MCH
significantly reduced climbing behavior (vehicle + saline
vs. vehicle + MCH, P<0.01; Fig. 5c¢), and this effect
was significantly prevented by Nor pretreatment
(vehicle + MCH vs. Nor+MCH, P<0.001). Consistent
with the literature (Cryan e «/., 2002; Consoni et al.,
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2006), systemic administration of Nor significantly
increased climbing time compared with the control group
(Nor + saline vs. vehicle + saline, P <0.01).

Evaluation of the effect of MCH in the elevated plus-
maze

Table 2 shows that the microinjection of MCH (50 ng)
into the DRN at 73; did not modify anxiety-related
behaviors or the distance moved in the EPM.

Discussion

In the present study, we characterized the time course
and dose-dependent behavioral effects induced by MCH
microinjection into the DRN. This evaluation showed
that the effect of MCH was time and dose dependent.
Although MCH induced a clear depressive-like effect at
30 min after microinjection (73() using a 50 ng dose, this
behavioral response disappeared 60 min after MCH
microinjection. Also, the lower dose of MCH (25 ng)
seemed to elicit an antidepressive effect at 75, whereas
the higher dose assayed (100ng) only decreased the
climbing behavior. On the basis of these results and
according to previous data (LLagos ez a/., 2011a) collected
at 7y, we considered that pretreatment times of 0-30 min
and the 50 ng dose are the optimal conditions under
which to continue the study of the mechanisms under-
lying the induction of depressive-related behaviors by
intra-DRN MCH. Furthermore, the induction of a
depressive-like response involves the activation of
MCH-1 receptors, as ATC, the specific MCHR-1
antagonist, significantly reversed the effects of MCH.

Although a putative mechanism was not investigated
directly, we have previously suggested that a link
between the depressive-like effect of MCH and a
decreased serotonergic neuronal activity within the DRN
could be considered (LLagos ez a/., 2011a). Several lines of

Fig. 4
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Effect of MCH (50 ng) or saline on behavior in the FST 30 min after microinjection into the DRN in vehicle-pretreated or ATC-pretreated animals. The
MCHR-1 antagonist ATC and vehicle were microinjected into the DRN 10 min before MCH microinjection. The bars represent mean+ SEM of
immobility time (a), swimming time (b), and climbing time (c). *P < 0.05 versus vehicle + saline; * P < 0.05 versus vehicle + MCH, one-way ANOVA,
followed by the Newman—Keuls test; n=6-7 per group. ANOVA, analysis of variance; DRN, dorsal raphe nucleus; FST, forced-swim test; MCH,

melanin-concentrating hormone.
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Effects of MCH (50 ng) or saline on behavior in the FST 30 min after the microinjection into the DRN in vehicle-pretreated or nortriptyline (Nor)-

pretreated animals. Nor and vehicle were administered intraperitoneally 24, 5, and 1 h before the FST test session. The bars represent mean + SEM of
immobility time (a), swimming time (b), and climbing time (c).*versus vehicle+saline; *versus vehicle+MCH; versus Nor +saline; 'P<0.05; “P<0.01;
++*P<0.001; one-way ANOVA, followed by the Newman—Keuls test; n=7-8 per group. ANOVA, analysis of variance; DRN, dorsal raphe nucleus;

FST, forced-swim test; MCH, melanin-concentrating hormone.

Table 2 Effect of MCH microinjection into the DRN in the elevated
plus-maze

Treatment
Parameters Saline MCH (50)
Entries OA (%) 19.8+8.6 20.3+5.6
Time OA (%) 8.2+3.5 10.1+£35
Entries CA (%) 80.2+8.6 79.6+5.6
Time CA (%) 83.0+4.1 82.9+48
Risk assessment 1.8+04 3.4+0.6
Head dipping 45+1.9 49+1.7
Distance moved (m) 131+1.1 14.4+1.7

Values are represented as mean+ SEM.

Student ttest, N=7 for each group.

No statistical differences were found between the control and the MCH-treated
groups.

The effects were evaluated 30 min after the microinjection.

CA, closed arms; DRN, dorsal raphe nucleus; MCH, melanin-concentrating hor-
mone; OA, open arms.

evidence support this hypothesis. It is well known that
the DRN receives a dense network of MCHergic fibers
(Bittencourt ez a/l., 1992; Torterolo ez al., 2008; Lagos et al.,
2009), which probably modulates DRN serotonergic
neuronal activity. In preliminary studies, we observed
that the intracerebroventricular or juxtacellular applica-
tion of MCH into the DRN mainly decreased the firing
rate of recorded units, which, from their basal electro-
physiological characteristics, resembled the serotonergic
neuronal phenotype (Pascovich ez @/, 2011). In addition,
perfusion of MCH (30 pumol/l) intra-DRN decreased
extracellular 5-HT levels measured by microdialysis
(Urbanavicius ef a/., 2013). In behavioral experiments, we
had shown previously that the depressive-like profile
induced by MCH introduction into the DRN was par-
tially prevented by the systemic and subchronic admin-
istration of fluoxetine, an antidepressant drug, which

increases the serotonergic neurotransmission by the
inhibition of 5-HT reuptake (Lagos e /., 2011a).

Moreover, microinjections of MCH into the DRN pro-
moted the generation of REM sleep (LLagos ez a/., 2009), a
behavioral disturbance distinctive of depressive patients
(Palagini ¢z a/., 2013), whereas the immunonecutralization
of this neuropeptide within the DRN inhibited REM
sleep (Lagos er al., 2011b). These results suggested that
MCH inhibits the ‘permissive’ REM-off serotonergic
neurons of the DRN (Monti, 2010; Palagini ¢z /., 2013).
In accordance with all these results, it was shown that
inhibition of DRN serotonergic neurons by electrical
stimulation of the subthalamic nucleus elicited a
depression-related behavior in the FST, which was
reversed by citalopram, another 5-HT-enhancing anti-
depressant (Temel ez a/., 2007). Taken together, this
evidence strongly supports a serotonergic mechanism
underlying the physiological effects of intra-DRN MCH.
However, the participation of other neurotransmitters
cannot be ruled out as the three doses of MCH tested
induced different patterns of behavior in the FST. It is
possible that depending on the dose, MCH modulates
the serotonergic system directly and other neuro-
transmission systems indirectly. In fact, the activity of
serotonergic neurons is highly controlled by local
GABAergic interneurons, intrinsic serotonergic mechan-
isms, and afferent pathways of other neurotransmission
systems to the DRN, such as GABAergic, glutamatergic,
serotonergic, or noradrenergic (Adell ez a/., 2002). In the
present study, we showed that systemic pretreatment
with Nor prevented the behavioral effect of intra-DRN
MCH. Moreover, Nor could completely restore to control
levels the behavioral changes induced by MCH (i.e.
increased immobility time and decreased climbing
behavior), which were only partially blocked by fluox-
etine pretreatment (the increase in immobility time was
significantly blocked, but the decrease in climbing
behavior was not affected; Lagos e a/, 2011a). It is
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possible that the systemic administration of Nor com-
pensates the behavioral deficit by an antidepressant
effect that is independent of the mechanism by which
MCH elicits a prodepressive response. However, other
interpretations could also be considered.

DRN 5-HT neurons receive ascending noradrenergic
afferents that originate from the locus coeruleus (LL.C)
(Anderson ef al., 1977; Baraban and Aghajanian, 1981)
and it is well established that NA neurons modulate the
serotonergic system (Clement ez a/., 1992; Yoshioka ez al.,
1992). Therefore, it is possible to consider a local effect of
MCH on noradrenergic neurotransmission within the
DRN. The intra-DRN microinjection of MCH could
directly inhibit the noradrenergic transmission (probably
through MCHergic receptors located on noradrenergic
terminals), leading to disruption of a local 5-HT/NA
balance. This could explain the behavioral pattern
observed after MCH and its restoration by Nor treat-
ment. Conversely, the serotonergic innervation of the L.LC
derives partly from the DRN (Morgane and Jacobs, 1979;
Vertes and Kocsis, 1994), and there is considerable evi-
dence indicating that the serotonergic system function-
ally influences brain NA neurons (Haddjeri e a/., 1997;
Kaehler ez a/., 1999; Szabo and Blier, 2001). Therefore, a
distal (or indirect) effect of intra-DRN MCH on LC NA
neurons cannot be excluded.

Taken together, our data suggest that changes in the
noradrenergic system are also directly or indirectly
involved in the action of MCH. In this context, we have
recently reported a prodepressive effect of MCH micro-
injected into the median raphe nucleus (MnR; Lopez
Hill ez al., 2013), although some differences were detec-
ted. A lower efficacy of MCH was observed in compar-
ison with DRN microinjection (100 ng of MCH was
needed to induce a depressive-like response in the
MnR), and a different behavioral pattern was elicited by
MCH (i.e. an increase immobility time and decrease in
swimming behavior, with no change in climbing beha-
vior). We have proposed that MCH acts differently on
the activity of MnR and DRN neurons altering the
5-HT/NA balance in both regions (LLépez Hill e al.,
2013). Additional experiments should be conducted to
clarify the anatomical and neurochemical bases of the
action of MCH in the raphe nuclei.

In the present paper, we also showed that the depressive-
like effect of MCH 50 ng at 73, was not accompanied by
changes in anxiety-related behaviors, evaluated in the
EPM. A similar lack of effect on anxiety-related beha-
viors in the EPM was observed previously following an
intra-DRN microinjection of MCH at doses of 50 and
100 ng (7,) (Urbanavicius, 2013, unpublished data). The
increase observed in the time spent in the center of the
OF'T suggests an anxiolytic effect of MCH. However,
although it is unclear why MCH induced this effect in
the OFT, the EPM is considered a more specific and
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widely used paradigm to assess behaviors related to
experimental anxiety (Pellow and File, 1986; Razafsha
et al., 2013).

These findings suggest that MCHergic projections to
DRN neurons do not have functional consequences for
anxiety, at least at the same dose at which the prode-
pressive effect is observed. The effect of central admin-
istration of MCH on anxiety-related behavior is unclear
(Basso et al., 2006): the intracerebroventricular injection
of MCH or infusion directly into different brain regions
has been reported to induced both anxiogenic (Gonzalez
et al., 1996; Smith er al., 2006) and anxiolytic effects
(Monzon and De Barioglio, 1999; Kela ez /., 2003; Carlini
et al., 2006). Here, we provide evidence that the DRN is
not involved in the induction of anxiety-related behaviors
by MCH. On the contrary, our data support a role for an
MCHergic modulation on DRN neurons in the regula-
tion of depression-related behaviors.

Conclusion

We showed that MCH is functionally related to
depressive-like, but not anxiety-related behaviors. In
addition, the mechanism of action of MCH was shown to
be mediated by MCHR-1 and probably involves a
modulation of serotonergic and noradrenergic neuro-
transmission in the DRN.
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ABSTRACT

An emerging body of evidence involves the hypothalamic neuropeptide melanin-concentrating hor-
mone (MCH) in the regulation of emotional states. We have reported a pro-depressive effect induced
by MCH after its microinjection into the dorsal raphe nucleus (DR) evaluated in the forced swimming
test (FST) in rats. Here we extended this study to the median raphe nucleus (MnR). Firstly, the presence
of MCH-containing fibers in the rat MnR was analyzed by means of immunohistochemistry. Secondly,
the behavioral effect induced by the microinjection of MCH into the MnR was assessed using the FST.
Morphological results showed a large density of MCHergic fibers within the MnR. Behavioral results indi-
cated that 100 ng of MCH (but not 50 ng) significantly increased the immobility time and decreased the
swimming time, demonstrating a depressive-like effect. In contrast, climbing behavior was not signifi-
cantly affected. Present findings revealed that the MnR neurons participate in the MCHergic control of
affective-related behavioral responses. However, the behavioral patterns induced by MCH in the MnR
and DR were different. This could be explained by anatomical and physiological differences between

both nuclei.

© 2013 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Melanin-concentrating hormone (MCH)is a 19 amino acid cyclic
peptide produced by neurons located in the lateral hypothalamus
and the incerto-hypothalamic area of mammals [3]. Morphological
studies in rats have shown that MCH receptor 1 (MCHR-1) mRNA
and protein as well as MCH-containing fibers are distributed in
the dorsal and median raphe nuclei (DR, MnR, respectively) [9,16],
whose serotonergic neurons are implicated in the physiopathol-
ogy of major depression (MD) [1]. An important body of preclinical
studies have proposed that MCH, in addition to its well docu-
mented role in the regulation of feeding and energy homeostasis, is
involved in the regulation of emotional states [4,7,17]. For example,
the administration of MCH into the DR induced a pro-depressive
state in rats [11]. Besides, it has been reported that microinjec-
tions of MCH into the DR promote REM sleep [10]; increased REM
sleep duration is considered a biological marker of depression [13].
However, there are no data regarding the specific role of MCH in

* Corresponding author at: Laboratorio de Biologia Celular, Instituto de Investi-
gaciones Biolégicas Clemente Estable, Avenida Italia 3318, ZP11600 Montevideo,
Uruguay. Tel.: +598 2487 1616x115; fax: +598 2487 5548.

E-mail address: scorzacecilia@gmail.com (M.C. Scorza).

0196-9781/$ - see front matter © 2013 Elsevier Inc. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.peptides.2013.10.002

the MnR. In order to further understand the role of MCH in the
raphe nuclei, the present study was designed to identify MCHergic
fibers reaching the MnR by immunohistochemistry, and, to study
the behavioral effects induced by MCH intra-MnR using the forced
swimming test (FST).

2. Materials and methods

Thirty three male Wistar rats (250-280¢g) obtained from the
IIBCE animal facilities were used. Animals were kept under con-
trolled light and temperature conditions with food and water ad
libitum. All procedures were carried out in accordance to the IIBCE
Bioethics Committee’s requirements and the National Law on ani-
mal experimentation (No. 18.611).

Immunohistochemical procedures were performed in two ani-
mals, as previously reported [11]. Briefly, free-floating brain
sections were incubated with a rabbit anti-MCH antibody (1:5000;
Phoenix Pharmaceuticals Inc., USA) followed by an incubation with
asecondary antibody anti-rabbit IgG conjugated to Alexa Fluor-488
(1:1500; Jackson ImmunoResearch, USA). Photomicrographs and
analysis of the images were performed by a confocal laser-scanning
microscope (Olympus FV300) and the Fluoview 5 (Olympus)
software.
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The behavioral effect of MCH was performed using an implanted
group of animals. By means of stereotaxic surgery, a stainless
steel guide cannula (25G, 20mm in length) was inserted at
a 20° angle and left 2mm above the MnR (DV 6.3 mm, from
dura mater, AP —7.5 to —7.9mm, L +2.6 mm) [15]. Animals were
left in their home cages 5-6 days after guide cannula implants
in order to recover from the surgery [11]. The day of the
experiment, an administration cannula (27 G, 22 mm in length)
was slowly introduced through the guide cannula toward the
final position in the MnR (DV 8.3 mm) in order to microinject
MCH.

MCH (Phoenix Pharmaceuticals Inc., #070-47) was perfused at
two doses, 50 and 100 ng (0.5 and 1.0 p.g/l, respectively) using an
infusion pump (Harvard Apparatus, Instech, USA) set at a flow rate
of 0.4 wl/min during 15s plus 10 additional seconds to allow drug
diffusion (final volume of 0.1 p1). The location of the microinjection
sites was confirmed by histological procedures that were described
in previous reports [10,11].

For the FST, the experimental procedure was essentially sim-
ilar to that previously described [8]. Briefly, rats were placed
individually into a Plexiglas cylinder (diameter: 30cm, height:
50cm) containing 23-24°C water with a depth of 30cm pre-
venting the rats from supporting themselves touching the bottom
with their paws. Two swimming sessions were conducted; an
initial 15min pre-test and a 5min test 24 h later [6]. Immobil-
ity, swimming and climbing times were recorded during the test
session (5min) 30 min after the MCH/saline microinjections into
MnR.

The effect of MCH on motor activity was tested in other group
of implanted animals. Distance moved in meters was automatically
recorded by Ethovision XT 7.0 software (Noldus, the Netherlands)
in an open field test (15 min, periods of 5 min each).

All data were expressed as meandstandard error of the
mean (SEM). One-way ANOVA followed by Newman-Keuls test
and Student t-test were used. Statistical significance was set
at P<0.05.

3. Results

According to the schematic representation of the MnR (Fig. 1A)
a large density of fibers containing MCH immunoreactivity in
the MnR was observed (Fig. 1B). Microinjections were localized
within the MnR in 29 out of 31 rats; only data from these ani-
mals were used. A photomicrograph of a coronal brain section of
a representative animal microinjected with MCH into the MnR is
exhibited in Fig. 1C. MCH induced a significant dose-dependent
effect on immobility and swimming times without affecting the
climbing behavior. One-way ANOVA revealed a significant effect
treatment [F(; gy =12.18, P<0.001]. Post hoc Newman-Keuls test
revealed that 50 ng of MCH did not induced a significant change
in any of the parameters evaluated in the FST (Fig. 2A). In con-
trast, 100 ng of MCH elicited a significant increase in the immobility
time (P<0.001) with a concomitant reduction in the swimming
behavior (P<0.01; Fig. 2B). A significant difference between MCH
doses (Fig. 2A and B) was evidenced in both parameters (P<0.001
for immobility time and P<0.01 for swimming time) indicat-
ing a depressive-like effect induced by the high dose of MCH.
Despite the reduction in the climbing behavior, no significant dif-
ferences were observed between both doses of MCH and control
group. OFT revealed that intra-MnR MCH administration at the
high dose evoked a significant increase in the distance moved
recorded during the first 5min compared to the control group
(P<0.05), although the total locomotor activity was not affected
(Fig. 2D). This observation discards non-specific effects evaluated
in the FST.

A

Bregma-7.5 mm

Bregma-7.5--7.9 mm,

Fig. 1. (A) Scheme indicating the median raphe nucleus (MnR) location; diagram
was taken from Ref. [15]. (B) A photomicrograph exhibiting the MCH immunore-
activity in the middle area of the MnR (indicated by a dotted square in A) at
approximately from Bregma —7.5 to —7.9 mm. Calibration bar 50 wm. (C) Coronal
section stained with Nissl's method that includes the MnR. The arrow indicates the
track of guide cannula while the administration area is indicated with a dotted circle.
The coronal section is from Bregma —7.5 to —7.9 mm. Bar size: 1 mm. Aq, cerebral
aqueduct; DR, dorsal raphe; MnR, median raphe nucleus.

4. Discussion

In the present study we confirmed the presence of MCH-
containing fibers within the MnR in rats. We also demonstrated
that the microinjection of MCH into the MnR produced a
dose-dependent and specific depressive-like behavior, providing
additional preclinical evidence that the MCHergic system might be
involved in the pathophysiology of MD [4,5,11]. The pro-depressive
effect observed in the present paper and also the one described
after the microinjection into the DR [11], can be attributed to a spe-
cific action of MCH into the raphe nuclei; however other sites, such
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Fig. 2. Behavioral effects induced by MCH microinjections into the MnR evaluated
in the FST and OFT. MCH 50 and 100 ng or saline was microinjected into the MnR and
30 min later tested in the FST. Bars represent means + SEM of immobility time (A),
swimming time (B) and climbing time (C). MCH 100 ng or saline was microinjected
into the MnR and 30 min later evaluated in the OFT (D). The inset graph represents
the area under the curve (AUC) of the rat locomotor activity (N=5 per group). One-
way ANOVA followed by Newman-Keuls test was applied to analyze the FST results.
*Vs. control; *vs. MCH. **, **P<0.01, ***P<0.001. N=6-7 per group. Student t-test
was applied to analyze the OFT results. *Vs. control, *P<0.05. N=6-7 per group.

as nucleus accumbens, were additionally involved in emotional-
related behaviors induced by MCH [8]. In this regard, it is important
to note that the MCHergic system (higher preproMCH expression
and consequently receptor down-regulation) has been proposed as
a biomarker for the severity of depressive behaviors [4,7].
Previous results of our group suggested that MCH modulates the
serotonergic neuronal activity both in the DR and the MnR [14,18].
However, interesting behavioral differences were observed when
MCH was applied in the MnR in comparison to the DR [11]. Firstly,
the efficacy of the response was greater in the DR than in the MnR.
While a pro-depressive effect is induced by 50 ng of MCH in the DR,
100 ng were needed to induce the same effect in the MnR. Secondly,
MCH injection showed two different behavioral patterns. Whereas
asignificant decrease in climbing behavior was observed after 50 ng
of MCH microinjected into DR, no significant effect in this param-
eter was observed when MCH (50 or 100 ng) was applied into the
MnR. On the other hand, while MCH did not affect the swimming

behavior in the DR, 100 ng of MCH injected into the MnR decreased
the swimming time. Considering that swimming is sensitive to
serotonergic compounds and climbing to noradrenergic ones [6],
it may be possible that MCH acts differently on the activity of MnR
and DR neurons altering the 5-HT/noradrenaline balance in both
regions. Besides, it is likely that the density and location of MCHer-
gic receptors are not the same in both nuclei. Lastly, anatomical
(neurons, projections and ultrastructure) and electrophysiological
differences that have been described between the MnR and DR,
could also explain the specific effect of MCH observed in each nuclei
[1,2,12,19,20].

In conclusion, the MCHergic system may play a role in the
emotion-related behaviors through the regulation of the neuronal
activity in the MnR. Further experiments are needed to clarify the
specific mechanisms involved. Our data are in agreement with pre-
vious reports showing that the antagonism of the MCHergic system
might be a novel therapeutic strategy for depression.
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Abstract

Neurons that utilize melanin-concentrating hormone (MCH) as a
neuromodulator are located in the lateral hypothalamus and incerto-hypothalamic
area, and project diffusely throughout the central nervous system. The MCHergic
system has been implicated in the regulation of emotional states. In this regards,
an increase of MCH synaptic availability in the dorsal raphe nucleus (DRN)
promotes a depressive-like state, suggesting that a dysfunctional MCHergic
projection to the DRN is involved in depression.

The present study was designed to analyze the MCHergic projection to
different subregions of the DRN and upon the DRN 5-HT- and GABA-containing
neurons. Additionally, a functional study was carried out in order to evaluate the
local effect on 5-HT extracellular levels induced by MCH perfusion into the DRN.

Immunolabeling showed that MCHergic fibers were distributed throughout
the rostro-caudal DRN extension. In addition, MCH fibers in close apposition to 5-
HT and GABA-containing neurons were observed. While MCH 30 uM perfusion
produced a significant long-lasting (up to 120 min) decrease on extracellular 5-HT
levels, 100 uM induced a short (20 min) increase in 5-HT release.

Our results strongly suggest that both 5-HT- and GABA-containing neurons
are modulated by MCH. A different sensitivity of these neurons to MCH
concentration may explain the dose-response effect on 5-HT release. The
decrease in extracellular 5-HT levels may explain the depressive-like effect
induced by MCH.

Keywords: microdialysis in vivo, 5-HT, GABA, immunofluorescence, depression



1. Introduction

Several studies have involved the melanin-concentrating hormone (MCH)
in the central regulation of energy homeostasis and sleep [19, 20, 23, 25, 30]. In
recent years, it has been frequently reported that the MCHergic system is also
involved in the regulation of affective states [6, 11, 26]. This statement is
strengthened by the fact that brain areas related with the control of affective
behaviors, receive dense MCHergic projections from the lateral hypothalamus and
the incerto-hypothalamic area [4, 5]. Specifically, it has already been reported that
MCHergic fibers reach the dorsal raphe nucleus (DRN) in rats [5, 16, 33], a brain
region highly related with markers of human depression [2, 3, 21]. Based on this
evidence we have demonstrated that acute intra-DRN MCH injection induced a
depressive-like behavior in the rat forced-swimming test (FST) which was sensitive
to fluoxetine (a 5-HTergic antidepressant) and nortriptyline (a noradrenergic
antidepressant) pre-treatment, as well as blocked by a specific MCH-1 receptor
(MCH-R1) antagonist [16, 31]. We have proposed that MCHergic system plays a
main role in the emotion-related behaviors through the regulation of the neuronal
activity in the DRN [16]. Two recent evidences have added relevant information
about this. It was reported that MCHR-1 is expressed in serotonergic neurons of
the DRN in rodents [9, 27]. Moreover, the intracerebroventricular and juxtacellular
administration of MCH decreased the firing rate of presumed serotonergic DRN
neurons [9]. Although both results may support the hypothesis that MCH regulates

the DRN neuronal activity, precise data about the MCHergic projection towards the



DRN is still lacking. Moreover, the identification of the MCH cellular targets on DRN
neurons is an important step to understand the mechanisms underlying MCH
actions in this region.

The present work was designed to describe the specific distribution of the
MCHergic afferents arriving to different DRN sections and to identify direct synaptic
appositions between MCH fibers and 5-HT- and GABA-containing neurons, the
most abundant cell subtypes within this nucleus [7, 14, 29]. Additionally, 5-HT

response to MCH infusion into the DRN was evaluated.

2. Materials and Methods

Animals

Nineteen male adult Wistar rats (260-300 g) bred in the IIBCE animal
facilities (Montevideo, Uruguay), were used in this study. Animals were kept under
controlled light and temperature conditions (temperature 22 + 2°C, 12 h light-dark
cycle, lights on at 07:00 h) with food and water ad libitum. All procedures were in
strict accordance with the National Law on Animal Experimentation No. 18.611 and
approved by the IIBCE Bioethics Committee. All efforts were made to minimize the

number of animals used and their suffering.

Immunohistochemistry



The distribution of MCH-immunopositive (MCH+) fibers was analyzed at four
different DRN rostro-caudal levels relative to bregma [22] and according to
Gardner et al. [12] and Spiacci et al. [28] studies: rostral (6.84 to 7.08 mm), mid-
rostral (7.20 to 7.80 mm), mid-caudal (7.92 to 8.28 mm) and caudal (8.52 to 9.00
mm). At each rostro-caudal coordinate, dorsal and ventral sections of the DRN
were analyzed. Mid-rostral and caudal levels in lateral wings section were also
analyzed.

Three animals were used for double labeling of 5-HT cells and MCH fibers
experiments. Animals were anaesthetized with urethane and transcardially
perfused with 0.9 % saline followed by cold 4 % paraformaldehyde (PFA) in a 0.1
M phosphate buffer saline (PBS), pH 7.4. Double labeling of GABA cells and
MCH fibers were also performed, two rats were stereotaxically injected i.c.v.
(coordinates: AP: -0.9; L: 1.6; DV: -3.4 according to bregma) with colchicine (60
ug) in order to concentrate the glutamic acid decarboxilase (GAD, GABA-
synthesizing enzyme) within the soma. Twenty four h later animals were perfused
with a fixative solution consisted in a mixture of 4 % PFA - 0.5 % glutaraldehyde.

Brains were immediately dissected and fixed by immersion in a 4 % PFA -
20 % sucrose solution for 2 h at 4 °C and after that cryoprotected in a 20 %
sucrose solution during 48 h. Brains were frozen on dry ice and cut in a cryostat.
Coronal sections (30 um thick) at the level of the DRN were collected and stored in
an anti-freeze solution until immunostaining procedures. Free-floating brain
sections were incubated in 0.5 % sodium borohydride followed by phosphate buffer

(PB) with glycine 50nM and 0.1% BSA. Section were then incubated in PB



containing 0.1 % Triton X-100, 0.1 % lysine and 0.1 % normal donkey serum for 1
h and immediately incubated simultaneously with a polyclonal rabbit anti-MCH
(1:5000; Phoenix Pharmaceuticals Inc., USA) and a polyclonal goat anti-5-HT
antibody (1:500; ImmunoStar, USA) during 48 h at 4 °C. After that, sections were
washed in PB and simultaneously incubated with the secondary antibodies: anti-
rabbit IgG conjugated to Cy3 and anti-goat conjugated to Alexa Fluor-488 (1:1500;
Jackson ImmunoResearch, USA) for 1.5 h at room temperature, washed and
mounted on glass slides in anti-fade mounting medium (Citifluor, UK) resulting in
green-labeled MCH fibers and red-labeled 5-HT cells. A polyclonal rabbit anti-MCH
antibody (1:5000) in combination with a monoclonal mouse anti-GAD-67 antibody
were also used; secondary anti-rabbit IgG antibodies conjugated to Cy3 and anti-
mouse conjugated to Alexa Fluor-488 (1:1500) revealed red-labeled MCH fibers
and green-labeled GAD-67 immunoreactive cells.

Cross reaction of the two sets of immunoreagents used for double
immunofluorescence was controlled by using primary antiserum raised in different
species followed by two species-selective and affinity-purified secondary antisera;
each conjugated to a different fluorescent label, which bound specifically to the
species in which the primary antiserum was raised. Immunostaining of structures in
the DRN with double labeling was consistent with single-label immunostaining.
Negative controls without the primary antibodies were also performed.
Photomicrographs were obtained by a Olympus BX61-FV300 or a Leica TCS-SP5-
DMI 6000 confocal laser-scanning microscopes. The analysis of the images were

performed using the Fluoview 5 (Olympus, Japan) or LAS AF 2.6.0.7266 (Leica



Microsystems, Germany) software. Images were exported to Photoshop (Adobe

Systems, San Jose, CA) for contrast and brightness adjustment.

In vivo microdialysis procedure

Fourteen rats were anesthetized with a combination of ketamine (90 mg/kg,
i.p.) and xylazine (5 mg/kg, i.p., Konsol Kéning S.A Laboratory) and stereotaxically
implanted with a guide cannula (BAS, MD-2250) in the DRN at the following
coordinates (in mm): AP -7.8, L +3.2, DV -5 with a lateral angle of 30° relative to
bregma and dura mater according to Paxinos and Watson atlas [22]. After surgery,
animals were housed individually into test cages and allowed to recover.
Microdialysis experiments in freely moving rats were conducted > 20 h after
surgery. On the experimental day, a probe (BAS MD-2200, 2 mm membrane
length) was implanted and perfused at a flow rate 1.5 pl/min with artificial
cerebrospinal fluid (aCSF; 125 mM NaCl; 1.26 mM CaCly; 2.5 mM KCI; 1.18 mM
MgCl,) containing citalopram (1 uM). After 100 min stabilization period, four
fractions were collected to obtain basal values before local administration of MCH
by reverse dialysis. MCH (Phoenix Pharmaceuticals Inc., #070-47) solution was
prepared in aCSF-citalopram at a final concentration of 30 or 100 uM and perfused
during 40 min. Successive 20-min dialysate samples (30 ul) were collected. 5-HT
concentration in dialysate samples was immediately determined by High
Performance Liquid Chromatography (HPLC; Waters 2465) equipped with an

electrochemical detector Epsilon e5P at +0.65 V (glassy carbon working electrode



versus an Ag/AgCl reference electrode). Column (C18, 3 pm particle size) was
kept at 37 °C. The mobile phase consisted of citric acid (0.15 M), sodium
octylsulphate (0.6 mM), 4 % acetonitrile and 5 % tetrahydrofuran at pH= 3.0; with a
flow rate of 0.3 ml/min. At the end of the experiments, brains were processed for

histological procedures for confirmation of probe localization [16, 31].

Statistical analysis.

Content of 5-HT are expressed as the percentage of baseline levels. Data
are expressed as Mean + SEM values. Two-way repeated analysis of variance

(ANOVA) followed by Bonferroni test. The level of significance was set at p < 0.05.

3. Results

Distribution of MCHergic fibers in different DRN sections

Figures 1-3 show the presence of MCH-immunopositive (MCH+) varicosities
and fibers at rostro-caudal axis of the dorsal, ventral and lateral wings sections of
the DRN (Fig. 1 to 3, respectively) based on the distribution of the 5-HT-
immunopositive (5-HT+) neurons, the most abundant cellular subtype in DRN. In
each DRN section, MCH+ fibers were observed in the antero-posterior extention of
the DRN from rostral (A1), mid-rostral (B1), mid-caudal (C1) to caudal (D1) levels.

MCH-+ fibers display a homogeneous distribution in dorsal and ventral sections of



DRN (Fig. 1 and 2 A-D). It could be seen that MCH+ fibers are intermingled and in
close proximity with 5-HT+ neurons-labeled soma and dendrites.

GABA neurons are the second abundant cellular subtype found in DRN [1,
7, 17]. This subtype is specifically concentrated in the lateral wings section of DRN
[7, 29]. Thus, the distribution of MCHergic fibers was studied in colchicine pre-
treated animals based on the GAD-67-immunopositive neurons (GAD-67+) in this
region at two different levels, mid-rostral and mid-caudal DRN (Fig. 4 A and B). As
expected, colchicine reduced MCH immunolabeling. In spite of this fact, MCH+
fibers could be observed at both levels and appeared intermingled with GAD-67+
neurons. All these data suggest that MCH+ fibers similarly innervate both cell

populations within the DRN.

Putative synaptic contacts between MCHergic fibers and 5-HT and GABA-

containing neurons

Figures 5 and 6 show how MCH+ fibers approach to the 5-HTergic soma
(Fig. 5 A-C) at the mid-rostral and caudal DRN and to the GABAergic neurons in
the lateral wings (Fig. 6 A-C). Moreover, through orthogonal views it could be seen
the appositions between MCH+ fibers and 5-HTergic (Fig. 5 D) and GABAergic
soma (Fig. 6 D). These images strongly suggest synaptic contacts between MCH+

fibers and 5-HTergic and GABAergic neurons.



5-HT response to MCH infusion into DRN

aCSF perfusion along the entire experimental period did not alter dialysate
5-HT concentrations (Fig. 7 A and B) and basal level of 5-HT in dialysates from
DRN was 107.0 + 55.6 fmol/fraction. Extracellular 5-HT levels varied in a dose-
dependent way after the local application of MCH in DRN. Two-way ANOVA
revealed a significant effect of time [F(1.10= 5.08, p < 0.001], treatment [F(1.10) =
49.63, p < 0.001] and of the time x treatment interaction [F.10) = 3.41, p < 0.001].
Post-hoc analysis showed that MCH, at a low concentration (30 uM), induced a
significant decrease on the 5-HT output (p < 0.001 and p < 0.05). The effect was
evidenced after the perfusion of MCH (40 min) and lasted 120 min (five fractions;
Fig. 7 A). In contrast, MCH at a high concentration (100 uM) elicited a smaller but
significant increase on 5-HT levels. Two-way ANOVA did not evidence significant
differences of time [F(1.10) = 1.76, p = 0.08], treatment [F(1-10) = 4.05, p = 0.08] and
time x treatment interaction [F(1.10)= 2.00, p < 0.05]. Post-hoc analysis showed that
5-HT output was significantly increased compared with control group (p < 0.01); the
effect was evidenced after the perfusion of MCH (40 min) lasting only 20 min (one
fraction; Fig. 7 B). Figure 8 shows the correct location of a representative cannula

track in the DRN.



4. Discussion

Precise anatomical connections and functional effects produced by the MCH
neurons on the DRN have been scarcely investigated. In the present work we
observed MCHergic fibers displaying a similar distribution pattern along the DRN
rostro-caudal axis, and we demonstrated close appositions between MCH fibers
and 5-HTergic and GABAergic neurons. Moreover, perfusion of a low dose of MCH
into DRN induced a long-lasting decrease on extracellular 5-HT, while high dose
produced a limited increase in 5-HT neurotransmission.

It has been reported that axons of hypothalamic MCH-containing neurons
project diffusely to multiple sites in the central nervous system and the MCH
receptors are widely distributed throughout the brain [4, 8], suggesting multiple
functions for MCH, such as food intake, energy homeostasis, balance of the sleep-
wake cycle and regulation of mood-related behaviors [10, 16, 19, 24, 25, 30].

It was reported that several hypothalamic signaling molecules are of
particular interest given their relationship to human neuropsychiatric disorders.
Actually, the importance to understand the anatomical organization of the
hypothalamic projections to several brain areas is highlighted by the dysregulation
of one or more of these neuroactive substances in neuropsychiatric disorders such
as depression, and MCH is one of these neuroactive substances [15].
Understanding how MCHergic neurons projects toward DRN requires a description
at the circuit and cellular level. In accordance to previous reports [8, 33], in the

present study we provide additional information about the organization of the MCH



system in the DRN, a special region implicated in the pathophysiology of
depression [21]. Although the pathophysiology of depression has been dominated
by the monoamine hypothesis, which postulates that depression is caused by a
deficiency or imbalance in monoamine neurotransmission, especially 5-HTergic; it
was proposed that other factors beyond the monoamine impairment are implicated
in the development of major depression [18]. The present and previous results of
our group [16, 31] suggest that MCH has a relevant role in the pathophysiology of
depression involving failures in the hypothalamic modulation of the serotonergic
neurotransmission in the DRN.

MCH is primarily considered as an inhibitory neuropeptide [9, 32] and it has
been considered that MCH is able to directly alter DRN neuronal activity. This
presumption has anatomical basis since our results revealed putative synaptic
contacts between MCH fibers and 5-HTergic and GABAergic neurons. 5-HTergic
neurons of the DRN receive a prominent GABAergic input from multiple distant
sources, although a small number of GABAergic interneurons are present in the
DRN [1, 13]. Interestingly, we found that MCH is able to modify 5-HT output in an
opposite manner. This response suggests the involvement of 5-HTergic and
GABAergic neurons. One hypothetical model is shown in Figure 9. MCH (at a low
dose) would directly inhibit 5-HT neurons activity. On the other hand, at a high
concentration, MCH could recruit and inhibit GABAergic neurons, removing the
inhibitory influence on 5-HT neurons [1, 13] and indirectly increasing the 5-HT
neurotransmission. It could be speculated that there would be a more sensitive

response of MCH on 5-HTergic neurons than GABAergic neurons because a



different expression of MCH-R1, or because the GABAergic neurons are located in
the DRN lateral periphery, and more distant from the cannula. Considering that
MCH elicited a stronger effect on 5-HTergic neurons it is possible to think that
MCH may mediate depressive-like behavior by decreasing 5-HT output in the
DRN. However, future experiments should be performed to clarify this issue.

This report highlights the clinical importance of understanding the pattern of
innervations of MCH system and lead to a better understanding the features
involved in the anatomical and functioning connectivity of hypothalamic MCHergic

system and DRN.
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Figure legends

Figure 1. Images of dual-immunostaining for 5-HT and MCH in the dorsal
section of the DRN. Coronal sections (30 um thick) were double labeled to
visualize 5-HT- (red) and MCH-immunoreactivity (green). Sections are shown at
four different levels in the rostro-caudal axis of the DRN (left to right) based on the
distribution of the 5-HT+ neurons: (A) rostral, (B) mid-rostral, (C) mid-caudal and
(D) caudal and according to Paxinos and Watson atlas (2005). MCH+ fibers were
distributed throughout the DRN (A1-D1) and appeared intermingled with 5-HT+

neurons (A2-D2). Scale bars = 50 um.

Figure 2. Images of dual-immunostaining for 5-HT and MCH in the ventral
section of the DRN. Coronal sections (30 um thick) were double labeled to
visualize 5-HT- (red) and MCH-immunoreactivity (green). Sections are shown at
four different levels in the rostro-caudal axis of the DRN (left to right) based on 5-
HT+ neurons distribution: (A) rostral, (B) mid-rostral, (C) mid-caudal and (D) caudal
DRN and according to Paxinos and Watson atlas (2005). MCH+ fibers were
distributed throughout the DRN (A1-D1) and intermingled with 5-HT+ neurons (A2-

D2). Scale bars = 50 um.

Figure 3. Images of dual-immunostaining for 5-HT and MCH in the lateral
wings section of the DRN. Coronal sections (30 um thick) were double labeled to

visualize 5-HT- (red) and MCH-immunoreactivity (green). 5-HT+ neurons are



shown in the lateral wings section at two different levels (A) mid-rostral and (B)
mid-caudal according to Paxinos and Watson atlas (2005). MCH+ fibers could be
observed at both levels (A1 and B1) and intermingled with 5-HT+ neurons (A2 and

B2). Scale bars = 50 um.

Figure 4. Images of dual-immunostaining for GAD-67 and MCH in the lateral
wings section of the DRN. Coronal sections (30 um thick) were double labeled to
visualize GAD-67- (green) and MCH-immunoreactivity (red) in pre-treated animals
with an i.c.v. microinjection of colchicine. GAD-67+ neurons (i.e. GABA+ neurons)
are shown in the lateral wings section at two different levels (A) mid-rostral and (B)
mid-caudal DRN according to Paxinos and Watson atlas (2005). MCH+ fibers
could be observed at both levels (A1 and B1) and intermingled with GABA+

neurons (A2 and B2). Scale bars = 50 um.

Figure 5. Images of dual-immunostaining for 5-HT and MCH at the mid-rostral
and caudal DRN. At higher magnification (60X), MCH+ fibers (green) could be
observed as small beaded processes (arrows head) around the 5-HT+ neurons
(red) approaching the soma and dendrites of 5-HT+ neurons. Orthogonal views (xz
and yz) show apposition between MCH+ fibers and 5-HTergic soma (D). Images

are comprised of 16 optical sections of 0.5 um thickness. Scale bars = 10 um.

Figure 6. Images of dual-immunostaining for GAD-67 and MCH in the lateral

wings section of the DRN. Coronal sections (30 um thick) were double labeled to



visualize GAD-67- (green, A) and MCH- immunoreactivity (red, B). GAD-67+
neurons (i.e. GABA+ neurons) are shown in the lateral wings section at the mid-
rostral level according to Paxinos and Watson atlas (2005). At higher
magnifications, MCH+ fibers could be observed around the GAD-67+ neurons (C).
Orthogonal views (xz and yz) show apposition between MCH+ fibers and GAD-67+

neurons (D). Images are comprised of 20 optical sections of 0.5 um thickness.

Scale bars = 10 um.

Figure 7. Effect of MCH on the 5-HT extracellular levels in the DRN. MCH was
perfused by reverse dialysis into the DRN at 30 yM (closed squares, A) and 100
MM (closed circles, B) during 40 min (horizontal bars in A and B). The control group
(open squares, A and B) was perfused with aCSF-citalopram 1 ym. MCH induced
an opposite effect on the 5-HT extracellular levels. Mean £ SEM. Two-way ANOVA
followed by Bonferroni test. * = P < 0.05, ** = P < 0.01 vs aCSF. N= 4-5 per group.
aCSF= artificial cerebrospinal fluid; MCH= melanin-concentrating hormone; 5-

HT=serotonin.

Figure 8. Localization of microdialysis cannula into the DRN. (A) Diagram
taken from Paxinos and Watson atlas (2005) indicating the DRN location (dotted
circle). (B) Photomicrograph exhibiting cannula placement in the DRN at
approximately Bregma -7.8 mm. The coronal sections were stained with Nissl's

method. Scale bar = 1 mm. Ag= cerebral aqueduct; DRN= dorsal raphe nucleus.
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