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ABREVIATURAS

Actb: actin beta

ACh: acetilcolina

AMPA: del inglés, a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid
APP: del inglés, amyloid-8 Precursor Protein

BDNF: factor neurotrofico derivado del cerebro

CA: Campo Abierto

EA: Enfermedad de Alzheimer

EM: ensayo de muestra

ER: ensayo de retencién

GABA: acido y-butirico

GFAP: proteina acida fibrilar glial

GPCR: del inglés, G-protein coupled receptor

Grin: Glutamate [NMDA] receptor subunit

HLA: Hipotalamo Lateral

i.c.v.: intracerebroventricular

i.p.: intraperitoneal

ITl: intervalo inter-ensayo

LCEm: Laberinto en Cruz Elevado modificado

LCR: Liquido Cefalorraquideo

LCRa: Liquido Cefalorraquideo artificial

LT: Latencia de Transferencia

LTD: del inglés, Long-term Depression

LTP: del inglés, Long-term Potentiation

MB: microbomba

MCH: del inglés, Melanin Concentrating Hormone

MCHR-1: del inglés, Melanin Concentrating Hormone Receptor-1
NAc: nucleo accumbens

NDR: Nucleo Dorsal del Rafe

NMDA: del inglés, N-methyl-d-aspartic acid or N-methyl-d-aspartate

NMDAR: del inglés, N-methyl-d-aspartic acid or N-methyl-d-aspartate receptor



NORT: del inglés, Novel Object Recognition Task
NPY: neuropéptido Y

NSL: Nucleo Septolateral

PSEN: presenilina

SNC: Sistema Nervioso Central

STZ: estreptozotocina

TrkB: del inglés, Tropomyosin receptor kinase B

Zl: zona incerta



RESUMEN

La memoria se entiende como los procesos encargados de codificar, almacenar y recuperar
informacién adquirida a través de la experiencia. Numerosas estructuras participan en dichos
procesos, siendo el hipocampo una de las que mds se destaca. Dicha estructura se encuentra
densamente inervada por fibras capaces de liberar neuropéptidos como es la hormona
concentradora de melanina (MCH). Este neuropéptido hipotaldmico es capaz de modular la
actividad neuronal dentro del hipocampo, facilitando fendmenos de plasticidad sinaptica.
Tanto estos procesos como el hipocampo en si, se ven particularmente afectados en la
enfermedad de Alzheimer (EA), patologia donde se observa un deterioro progresivo de las
funciones cognitivas. Esta enfermedad se caracteriza por la acumulacion del péptido beta-
amiloide en forma de placas extracelulares y la formacién de ovillos neurofibrilares como
consecuencia de la hiperfosforilacidn de la proteina tau. La EA se presenta en dos formas: una
forma familiar (genética) y una forma esporadica mas frecuente en la clinica. Diversos modelos
animales se han empleado para el estudio de los fendmenos fisiopatoldgicos que destacan a
la enfermedad de Alzheimer. Uno de ellos es el modelo de inyeccién intracerebroventricular
(i.c.v.) de estreptozotocina (STZ). Esta droga, al ser administrada por via intracerebral induce
una “diabetes tipo IlI” afectando el metabolismo de la glucosa en el cerebro. En dicho modelo,
los déficits cognitivos y morfoldgicos se manifiestan en una fase aguda 30 dias luego de la
administracion de STZ. Este modelo intervencionista es capaz de reproducir algunas de las
alteraciones cognitivas y los cambios morfoldgicos observados en pacientes con EA. Estudios
previos han demostrado la capacidad de un tratamiento agudo de MCH intracerebral en
potenciar la consolidacién de la memoria a través de la facilitacién de procesos de
Potenciacion a Largo Plazo (LTP) y evidenciado en pruebas comportamentales que evaltan
procesos de memoria. Si bien se conocen los efectos de la MCH y sus propiedades
moduladoras de la memoria, existen escasos trabajos que estudien la capacidad de la MCH de
potenciar la memoria y el aprendizaje en modelos de EA. En el presente trabajo de tesis, nos
propusimos estudiar los efectos de la administracién aguda de MCH intra-hipocampal como
favorecedora de procesos mnémicos a nivel comportamental y molecular. Por otra parte, se
estudié la capacidad de la MCH administrada de forma crénica de atenuar los déficits
cognitivos, en el modelo de EA inducido por STZ. Para evaluar los efectos de la MCH sobre

procesos comportamentales y cognitivos se emplearon las siguientes pruebas: la tarea de



reconocimiento de objeto novedoso (NORT) y Laberinto en Cruz Elevado modificado (LCEm).
Los resultados obtenidos evidenciaron efectos amnésicos de la MCH aguda intra-hipocampal
los cuales actuan de forma dosis-dependiente y que son bloqueados con la aplicacién de un
antagonista para el receptor MCHR-1 de la MCH demostrando vinculo entre dicho
neuropéptido y la memoria. También demostramos que dicho tratamiento repercute sobre la
expresion hipocampal del receptor del factor neurotréfico BDNF: el TrkB. También
evidenciamos utilizando la prueba de NORT que el tratamiento crénico con MCH favorece la
retencion de memoria en condiciones patolégicas como las inducidas tras el tratamiento con

STZ.

La presente tesis de Doctorado pone en evidencia el rol directo de la MCH sobre la modulacién

de la memoria y que sus efectos pueden variar frente a condiciones basales o patoldgicas.



1. INTRODUCCION
1.1. Memoria

Se entiende por memoria a la capacidad de codificar, almacenar y evocar recuerdos.

La memoria y el aprendizaje son funciones esenciales para la supervivencia del individuo,
permitiéndole adaptarse a un ambiente variable (Bird, 2017; Brockmeier, 2010; Joshi y cols.,
2019).
La memoria puede clasificarse atendiendo a diferentes criterios. Desde un punto de vista
cualitativo se distingue una memoria declarativa y una no-declarativa (Bird, 2017). La primera,
también conocida como memoria explicita, hace referencia al almacenamiento y evocacién
de informacién a nivel consciente, y que puede expresarse con palabras (Zola-Morgan &
Squire, 1993). Por ejemplo, informacién sobre hechos facticos y/o eventos pasados, por
ejemplo, permitiendo el reconocimiento de lugares, personas, etc. Por otro lado, la memoria
no declarativa o memoria implicita abarca secuencias sensoriales y/o motoras, sin acceso a la
conciencia, que permiten la realizacién de tareas especificas. Esta memoria recibe influencia
de experiencias pasadas que condicionan la velocidad y precision con la que se realizan
diversas tareas (Zola-Morgan & Squire, 1993). Ambos tipos de memoria dependen de regiones
anatémicas especificas. Asi, el I6bulo temporal medial, la corteza prefrontal y el diencéfalo
son cruciales para el procesamiento de la memoria declarativa mientras que el estriado, el
neocdrtex, la amigdala y el cerebelo, entre otras estructuras, actian como soporte anatémico
de la memoria no-declarativa (Bird & Burgess, 2008; Borbély y cols., 2013; Opitz, 2014).

La memoria también puede clasificarse desde un punto de vista temporal en memoria
a corto plazo (del orden de segundos, minutos u horas) o a largo plazo (del orden de semanas,
meses o afios). La discriminacidén de estos dos tipos de memorias ha llevado a pensar que las
nuevas memorias se almacenan de forma labil y se consolidan gradualmente con el tiempo
(Balderas y cols., 2015; Sara, 2000).

Ambos tipos de memoria dependen de regiones anatémicas especificas. La memoria
declarativa se procesa en el diencéfalo, el prosencéfalo basal y el I6bulo medio-temporal,
siendo la porcidn mas importante de este Ultimo el hipocampo, ademds de en areas corticales
adyacentes como la corteza entorrinal, perirrinal y corteza para-hipocampal (Bird & Burgess,
2008; Borbély y cols., 2013; Zola-Morgan & Squire, 1993). y recibe aferencias de diversos

nucleos del sistema nervioso central (SNC). Por otro lado, el prosencéfalo basal, formado por
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el nucleo septomedial, entre otros, es una de las principales fuentes de aferencias colinérgicas
al hipocampo (Borbély y cols., 2013; Kanoski & Grill, 2017).

Particularmente, el hipocampo representa una estructura crucial para la memoria
episddica, vinculada a funciones como el reconocimiento de caracteristicas asociadas los

episodios que es capaz de evocar (Fran¢a & Monserrat, 2018).
1.2. Neurotransmisores en el hipocampo y neuroplasticidad

El hipocampo se encuentra en conexién con la corteza cerebral a través de la corteza
entorrinal. Diversas aferencias que llegan al hipocampo colaboran con los procesos de
formacién de memorias y su almacenamiento y evocacién (Borbély y cols., 2013; Lima y cols.,
2013). Dada su abundancia en el SNC, las principales son las aferencias glutamatérgicas y
GABAérgicas recibiendo también aferencias de diversos nucleos del SNC (Chronister & White
Jr., 1975; Shiy cols., 2023; Varas y cols., 2003). Aparte de los neurotransmisores mencionados
anteriormente, otras aferencias como las colinérgicas y monoaminérgicas (por ejemplo,
dopamina, serotonina y noradrenalina) se encuentran presentes en el hipocampo (Kanoski &
Grill, 2017; Limay cols., 2013; Schliebs & Arendt, 2011). Ademas de dichos neurotransmisores,
también se ha descrito ampliamente la presencia de receptores para neuropéptidos en el
hipocampo (Merighi y cols., 2011; Salio y cols., 2006). Entre los descritos se encuentran la
ghrelina, el neuropéptido Y y la MCH (Adamantidis and de Lecea, 2009; Beck and Pourié,
2013).

Los mecanismos celulares y moleculares que subyacen a la formacion,
almacenamiento y evocacién de memorias, consisten en la modificacion a lo largo del tiempo
de las conexiones sinapticas y las caracteristicas electrofisioldgicas de los circuitos neuronales
(Carrillo-Reid, 2022; McGaugh y cols., 2016). Dichas alteraciones a nivel sindptico se conocen
como fendmenos de plasticidad sinaptica en los cuales, a través de la experiencia, la eficacia
sindptica es modificada a corto y largo plazo (Bliss & Collingridge, 1993). Particularmente, la
neurotransmision glutamatérgica es protagonista de los fendmenos de plasticidad sinaptica
(Renner & Triller, 2013). El glutamato activa post-sinapticamente a los receptores AMPA, lo
cual induce una despolarizacidn gracias al flujo de iones de Na* hacia la post-sinapsis capaz de
activar los receptores NMDA (también unidos a su ligando, el glutamato) (Argyrousi y cols.,
2018). Dichos receptores se encuentran bloqueados por un ion de Mg?*, el cual es desplazado

por la despolarizacion, permitiendo un aumento del flujo de iones Ca%* hacia la post-sinapsis
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(Barnes y cols., 2020). A su vez, éste junto a otros segundos mensajeros como el cAMP y cGMP,
actuara como segundo mensajero generando cambios bioquimicos en la neurona post-
sindptica al estimular la expresion de factores de transcripcion que inducen la formacién o
eliminacidon de espinas dendriticas y nuevas conexiones sinapticas (Ricciarelli and Fedele,
2018). Dichos mecanismos implican también cambios en la cantidad de receptores NMDA
expresados en el circuito neuronal. Dichos cambios se deben, en parte, a que la cascada de
segundos mensajeros inducidos por el aumento de Ca?* a nivel post-sindptico es capaz de
influir en la expresidn de subunidades clave de los receptores NMDA, como son la subunidad
NR1, NR2A-D y la NR3 (Cammarota y cols., 2000; Le Barillier y cols., 2017; Varas y cols., 2003).
Estos cambios a nivel de los receptores glutamatérgicos NMDA son capaces de desencadenar
los fendmenos de Potenciacidon a Largo Plazo (del inglés: Long-Term Potentiation, LTP) o
Depresiodn a Largo Plazo (del inglés: Long-Term Depression, LTD). Ambos procesos subyacen el
fendmeno de plasticidad neuronal y son esenciales para la formacion y almacenamiento de
nuevas memorias a lo largo del tiempo. Debido a su relevancia en la formacion vy
almacenamiento de memoria, tanto el LTP como el LTD ha sido estudiado ampliamente en el
hipocampo (Barker and Warburton, 2015; Bliss and Collingridge, 1993; Le Barillier y cols.,
2017). Se sabe que existen otros factores capaces de estimular estas modificaciones
neuronales capaces de facilitar la adquisicion y consolidacién de nuevas memorias. Uno de los
mas estudiados es la neurotrofina BDNF (del inglés, Brain-derived Neurotrophic
Factor)(Bekinschtein y cols., 2014; Lu y cols., 2008). Esta neurotrofina es capaz de ejercer sus
efectos principalmente a través de la interaccidén con el receptor transmembrana TrkB (del
inglés, Tropomyosin-related kynase B)(Hempstead, 2015; Notaras and van den Buuse, 2019).
Dicho receptor se ha visto vinculado en la activacion de la cascada de sefalizacion ERK, al
crecimiento de las dendritas y al remodelado del citoesqueleto en astrocitos (Albini y cols.,
2023; Notaras and van den Buuse, 2019). Debido a que el BDNF y su receptor se expresa a
nivel hipocampal, dicha neurotrofina ha sido asociada a la funcidn de formacién de memorias

(Bekinschtein y cols., 2014; Radiske y cols., 2017; Tang y cols., 2010).
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1.3. Memoria y hormona concentradora de melanina

La MCH es un neuropéptido ciclico compuesto de 19 aminodcidos (mamiferos) cuyos
nucleos de sintesis se ubican en el hipotalamo lateral (HL) y zona incerta (Zl), a partir de los
cuales envian proyecciones MCHérgicas a diversas regiones del SNC entre las que se
encuentran el bulbo olfatorio, la corteza cerebral, el hipocampo, el ntucleo dorsal del rafe,

entre otros (Fig. 1.) (Bittencourt y cols., 1992; Kawauchi y cols., 1983).

Reticular Formation

Fig. 1. Esquema sagital del cerebro de rata indicando la localizacion de neuronas MCHérgicas (puntos negros)
y sus proyecciones. Abreviaciones: Amyg: amigdala; AON: nlcleo olfatorio anterior; BST: nucleo basolateral
de la amigdala; CG: sustancia gris central; CP: caudado-putamen; CTX: corteza cerebral; Hab: habenula; HF:
formacién hipocampal; HYP: hipotdlamo; IC: coliculo inferior; IP: nicleo interpeduncular; LDT: nucleo
laterodorsal tegmental; ME: eminencia media; MidThal: ndcleo taldmico medial; Mam: complejo mamilar;
NTS: ndcleo del tracto solitario; OB: bulbo olfatorio; OT: tubérculo olfatorio; PB: nucleo parabranquial; POA:
area preodptica; PP: pituitaria posterior; PPN: nucleo pedunculopontino; PreCBL: nucleo pre-cerebelar; SEP:
complejo nuclear septal; SN: substancia nigra; Sp. V: nucleo vestibuloespinal; Sp. Cd: médula espinal; SubThal:
region subtaldmica; Vest: nucleo vestibular; VTA: area tegmental ventral (Tomado de Bittencourt y cols. 1992).

Los efectos de la MCH se dan a través de su interaccion con dos receptores
metabotrdpicos del tipo acoplado a proteina G (GPCR, del inglés): MCHR-1 y MCHR-2, siendo
el MCHR-1 el Unico receptor funcional en roedores (Hawes y cols., 2000; Saito y cols., 1999).
Se ha descrito que aquellos sitios densamente inervados por fibras MCHérgicas también
presentan un alto grado de expresiéon del ARNm codificante para el receptor MCHR-1 (Fig. 2.)
(Hervieu y cols., 2000; Lembo y cols., 1999; Presse y cols., 2014). A nivel proteico, se ha

evidenciado la presencia de la proteina del receptor MCHR-1 en las cilias primarias de
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neuronas hipocampales de rata y raton (Diniz y cols., 2020; Kobayashi y cols., 2021; Nifo-

Rivero y cols., 2019).

a -
CPu {
i -
N S5

u

d

OB

Fig. 2. Deteccidn por hibridacién in situ de expresion de ARNm para MCHR-1 en el cerebro de
rata. A — C, cortes coronales representativos de la expresién del ARNm para MCHR-1 a distintos
niveles en el eje rostrocaudal. D, corte sagital exhibiendo la distribucion del ARNm para MCHR-1
en el cerebro de rata. AcbSh: Nucleo accumbens Shell; Am: Amigdala; AO: nucleo olfatorio anterior;
CA1-3: regiones de Asta de Ammon; CB: cerebelo; CPu: Caudado-Putamen; Ent: corteza entorrinal;
Hippo: hipocampo; Hypo: hipotalamo; IG: indusium griseum; iTH: Nlcleo taldmico interlaminar;
MM: Nucleo mamilar; Pir: corteza piriforme; SuG: capa gris superficial del coliculo superior; Tu:
tubérculo olfatorio (Tomado y modificado de Lembo y cols. 1999).

Tras la union con su receptor, la MCH es capaz de activar las cascadas de sefializaciéon
Gi/o, las cuales al activarse disminuyen los niveles intracelulares de cAMP, fenémeno asociado
a inhibicién neuronal. Por otro lado, también es posible la activacién de la via Gg, la cual es
capaz de aumentar los niveles intracelulares de Ca®*, lo cual se asocia a una activacion
neuronal (Concetti y cols., 2024; X.-B. Gao, 2009). Es importante mencionar que muchos de
estos procesos fueron llevados a cabo en modelos de cultivo de lineas celulares no neuronales.
Gao y cols. (2002) han descrito que los efectos celulares de la MCH en rodajas de hipotalamo
son principalmente inhibitorios, demostrando que la MCH actia como un regulador de la
liberacion de GABA y glutamato, influyendo sobre la apertura de los canales de calcio voltaje-

dependientes presentes en neuronas hipotaldmicas (Gao, 2009, 2018; Gao & Pol, 2002). A
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pesar de estas observaciones obtenidas de un preparado in vitro de rata, existen pocos
estudios realizados en tejidos donde se exprese de forma enddgena el receptor MCHR-1 que
apoyen dichas observaciones con otras evidencias mdas contundentes y complementarias.
También es sabido que las neuronas MCHérgicas también son capaces de liberar glutamato o
GABA, lo cual se evidenci6 al identificar la presencia de la maquinaria sindptica participante
de la liberacién de dichos neurotransmisores (por ejemplo, la presencia del transportador
vesicular de glutamato, VGlut2) (Schneeberger y cols., 2018).

Dada la diversidad de regiones dentro del SNC que son MCH-receptivas y que
presentan inervacién MCHérgica, se han descrito para dicho neuropéptido numerosas
funciones entre las que se encuentran la regulacion de la ingesta de alimento, del ciclo suefio-
vigilia, del control del estado de animo y la consolidacién de la memoria, entre otras
(Adamantidis y cols., 2005; Lagos y cols., 2011a; Rossi y cols., 1997; Urbanavicius y cols., 2014).

En relacidn a la participacion de la MCH en procesos de memoria, estudios previos han
descrito al hipocampo como una de las estructuras que recibe una gran densidad de aferencias
MCHérgicas y que presenta una alta expresion del receptor MCHR-1 (Diniz y cols., 2019; Nifio-
Rivero y cols., 2019; Ruiz-Viroga y cols., 2023). Datos publicados por nuestro grupo de
investigacion indican que, luego de la microinyeccién intracerebroventricular (i.c.v.) de un
conjugado de MCH con la molécula fluorescente rodamina (R-MCH), se logrd determinar que
neuronas presentes en distintas regiones de la formacién hipocampal (por ejemplo, CA1, CA2
y el giro dentado) son receptivas para la MCH debido a que captaron de forma especifica y
receptor-dependiente dicho conjugado (Ruiz-Viroga y cols., 2021). Se puso en evidencia que
dicha captacién de R-MCH era bloqueada parcialmente al co-administrar un antagonista de
los MCHR-1 y también con un blogueante de la internalizacién dependiente de clatrina. Esta
serie de experimentos aporté evidencia no solo acerca del sistema de internalizacién de la
MCH, sino también sobre la dependencia del MCHR-1 para llevar a cabo el proceso de
internalizacién (Ruiz-Viroga y cols., 2021). Por otra parte, nuestro grupo de trabajo también
logré evidenciar la presencia de los receptores MCHR-1 en las cilias primarias de las neuronas
del hipocampo de rata (Nifio-Rivero y cols., 2019). Junto con el hipocampo, otras estructuras
del sistema limbico que participan en la formacién de memorias, como el nicleo accumbens
(NAc) y el nucleo septolateral (NSL) demostraron ser MCH-receptivas y sus neuronas captaron
a la R-MCH (Bittencourt y cols., 1992). Estas evidencias apuntan a que la presencia de fibras

MCHérgicas en estas estructuras y la presencia de neuronas receptivas a la MCH haria a dicho
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neuropéptido participe de los procesos modulados por el hipocampo dorsal y otras
estructuras conectadas con éste.

Las evidencias anatdmicas descritas anteriormente en complemento con evidencias
funcionales fueron capaces de fundamentar el rol de la MCH en la formacidn y consolidacidn
de la memoria descrito en estudios previos. Por ejemplo, Monzon y cols. (1999) lograron
demostrar que la microinyeccion bilateral de MCH intra-hipocampal fue capaz de aumentar la
latencia en el test de evitacion inhibitoria, mostrando una retencién de la memoria mas eficaz
que en los controles. Varas y cols. (2002) demostraron que la MCH administrada de forma
similar a Monzon y cols. (1999) no solo aumenté la latencia de step down en el test de esquiva
inhibitoria, sino que también aumentd la expresidon de las subunidades NR1 y NR2B de los
receptores NMDA en el hipocampo. Mediante el analisis de rodajas de hipocampo
(especificamente giro dentado), los autores propusieron que la MCH produjo un aumento de
la eficacia sinaptica para generar LTP, mediante un mecanismo dependiente de NMDA. Este
mecanismo subyaceria a las mejoras cognitivas producto de una facilitacién de induccidn de
LTP, acarreado por un aumento de la expresion de subunidades clave de los NMDAR en el giro
dentado (Varas y cols., 2002, 2003). Este fendmeno descrito en estos trabajos podria explicar,
en parte, los efectos potenciadores de la MCH sobre la memoria desde un punto de vista de
la neurotransmision glutamatérgica. Los autores discuten la hipdtesis de que el aumento de
la expresion de dichas subunidades del receptor NMDA facilitaria la generacién de LTP en el
hipocampo, haciendo mas eficiente el proceso de consolidacidon de la memoria y mejorando
la capacidad de aprendizaje de los animales. Otros estudios reportaron una neurotransmision
glutamatérgica deficiente en rodajas de hipocampo provenientes de ratones knock-out para
el receptor MCHR-1 (Adamantidis y cols., 2005; Pachoud y cols., 2010). En el estudio de
Pachoud y cols. (2010) se describe que, utilizando ratones knock-out para el receptor MCHR-
1, la ausencia de éste en rodajas de hipocampo tuvo como consecuencia una alteracién para
la generaciéon de LTD, que los autores vincularon a las perturbaciones generadas en los
receptores NMDA.

Otros estudios también han centrado su atencidn sobre los efectos de la MCH en otras
estructuras que participan en la modulacién de la memoria. Estudios in vivo realizados por
Monzon y cols. (1999) demostraron que la inyeccién de MCH en hipocampo, amigdala y la
corteza entorrinal presenta efectos distintos de acuerdo a la estructura donde se administré

la MCH. Utilizando el ensayo de esquiva inhibitoria, se observd que la administracién de MCH
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en el hipocampo ejercid efectos inmediatamente de realizado el ensayo comportamental y a
las 4 horas post-inyeccion. Esto indicaria que la MCH es capaz de inducir efectos duraderos
reflejados en un aumento de la latencia de step-down (Monzon y cols., 1999). Distintos
patrones se observaron a nivel de la corteza entorrinal y la amigdala. Mientras que la
administracion de MCH en la corteza entorrinal no tuvo efectos sobre la latencia de step-down
ni ainmediatamente luego de la sesién de entrenamiento ni a las 4 horas post-inyeccidn, dicho
tratamiento, pero aplicado en la amigdala ejercid su efecto solo inmediatamente luego de la
sesién de entrenamiento pero no 4 horas después(Monzon y cols., 1999). Las observaciones
de este estudio reafirmaron la idea de que la amigdala participa en el almacenamiento de
memorias con carga emocional con la ayuda de sistemas hormonales vinculados al estrés,
mientras que aquellas memorias sin carga emocional son almacenadas en el hipocampo a
partir de la experiencia y sin colaboracién de otras estructuras (Cahill and McGaugh, 1998).
Abounoori y cols. (2022) discuten sobre la importancia de la amigdala en el almacenamiento
de memoria y aprendizaje asociados a la obtencién de recompensas e identifican como
mediadores quimicos de tal proceso a neurotransmisores como GABA vy las orexinas, entre
otros (Abounoori y cols., 2022). Otras estructuras como el hipocampo ventral, presentan
estrecha conectividad con estructuras diferentes a las que conecta el hipocampo dorsal,
siendo algunas de ellas la corteza prefrontal y el eje hipotdlamo-hipofisario-adrenal,
sugiriendo el rol del hipocampo ventral en la asociacién de memorias a la emocionalidad
(Barkus y cols., 2010). Numerosos estudios han asociado lesiones a estructuras del hipocampo
ventral con la desaparicidon de conductas como el congelamiento frente a estimulos aversivos.
Uno de ellos fue llevado a cabo por Richmond y cols. (1999), quienes estudiaron los efectos
de lesiones aplicadas al hipocampo ventral, dorsal o ambos en ensayos de condicionamiento
del miedo (Richmond y cols., 1999). Los resultados obtenidos demostraron que el
comportamiento de congelamiento solo se vio afectado cuando la lesién fue aplicada en el
hipocampo ventral, manteniendo la memoria espacial intacta. Los autores concluyeron que el
hipocampo cumple multiples funciones en cuanto a la adquisicidn de memoria espacial y
congelamiento contextual (Barkus y cols., 2010).

En contrapartida a estos trabajos en que se describen efectos potenciadores de la
memoria ante la administracién de MCH, otros estudios describen un rol de poda de parte de
la MCH (Grosmark y cols., 2012; lzawa y cols., 2019; Li y cols., 2017). Izawa y cols. (2019)

evidenciaron que luego de la activacién por optogenética de dichas neuronas, cuando al
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exponer ratones a la prueba de reconocimiento de objeto novedoso (NORT; del inglés, Novel
Object Recognition Test) exhibieron una pobre discriminacidon entre el objeto familiar y
novedoso. En ratones donde las neuronas MCHérgicas fueron inactivadas, estos presentaron
una mayor retencion de la memoria tanto en el NORT como en la prueba de miedo
condicionado, habiendo presentado tiempos de freezing superiores al grupo control (lzawa y
cols., 2019). Habiéndose descrito previamente que estas neuronas MCHérgicas se encuentran
activas durante el suefio REM, los autores sugieren que estas mismas neuronas son las que
afectan la memoria durante este estado comportamental (Izawa y cols., 2019). Asi, Liy cols.
(2017) describieron que neuronas activas durante el suefio REM interfieren en procesos de
formacién de memoria permitiendo la formacién de conexiones mas estables y la eliminacién
de otras priorizando aquellas que resultan importantes para la mejora de habilidades motoras
(Liy cols., 2017). Por otro lado, estudios recientes de activacidon de neuronas MCHérgicas por
optogenética, evidenciaron que dicha activacion facilita la plasticidad sinaptica in vitro
disminuyendo el umbral requerido para fendmenos de LTP (Harris and Burdakov, 2024). Los
autores sugieren que dicho fendémeno se debe a la participacion de la combinacion de
multiples neurotransmisores como el glutamato, GABA y MCH (Beekly y cols., 2023).

En conjunto, tanto los estudios que evidencian un rol pro-cognitivo de la MCH, asi
como otros que proponen un rol activo en la eliminacién de memorias, ponen de manifiesto
el rol modulatorio de la MCH sobre los procesos de memoria y en los mecanismos
subyacentes. Sumado a esto, cabe destacar que los resultados contradictorios podrian ser
producto de diferencias en el disefio experimental, vias y etapa de administracién de
moduladores y pruebas comportamentales empleadas en cada estudio. Tanto es asi que, a
pesar de estas evidencias descritas, resta profundizar en la dependencia de la aplicacion de la
MCH a estructuras anatdmicas especificas vinculadas a la memoria y sus efectos sobre su
formacién. Por ejemplo, son pocos los estudios que tratan sobre la administracion de MCH
sobre los procesos de formacidon de memorias episddicas. Este abordaje experimental podria
fortalecer y consolidar la hipdtesis que postula a la MCH como un neuropéptido favorecedor

en la formacién de la memoria.
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1.4. Memoria y Enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una patologia neurodegenerativa y progresiva que
consiste en un deterioro continuo de la memoria y otras funciones cognitivas, representando
una de las formas mds comunes de demencia. Existen dos tipos descritos de EA: de comienzo
temprano (forma familiar) o de comienzo tardio (forma esporadica)(Chibnik y cols., 2017;
Prince y cols., 2016). La primera presenta un patréon de herencia autosémico dominante
mientras que la segunda posee factores predisponentes tanto genéticos como ambientales y
es mayoritaria, con mas del 90 % de los casos. A nivel morfolégico y celular, se ha determinado
que los cerebros post-mortem de pacientes con EA se caracterizan por la presencia de
depdsitos del péptido B-amiloide (AR, del inglés amyloid beta) y de ovillos neurofibrilares
como consecuencia de la hiperfosforilacion de la proteina Tau (1), acompafiado de
alteraciones en multiples sistemas de neurotransmision, siendo la neurotransmisiéon
glutamatérgica hipocampal una de las mas estudiadas (Kaar y cols., 2024; Liu y cols., 2023).
Ademas, hoy en dia se conoce que otros muchos procesos patoldgicos convergen en la EA,
aungue no son exclusivos de la misma, como la neuroinflamacion, la disfuncidon mitocondrial,

la disbiosis, entre muchos otros (Adamiy cols., 2017; Silva y cols., 2022).

Estudios recientes llevados a cabo por Calafate y cols. (2023) han demostrado que el
sistema MCHérgico es uno de los sistemas que se ve afectado por la EA inducida en modelos
transgénicos de ratones (Calafate y cols., 2023). En el modelo murino de App N“6F, lograron
evidenciar una disminucion en la latencia del suefio REM asociada a una disminucién de
neuronas MCHérgicas activas en el hipocampo (Calafate y cols., 2023). Ademds, fue posible
evidenciar anomalias morfoldgicas en fibras MCHérgicas aferentes al hipocampo,
demostrando que dichas fibras posiblemente estén presentando dificultades para liberar MCH
en dicha estructura, afectando la modulaciéon de la actividad neuronal en el hipocampo
(Calafate y cols., 2023). Otros estudios han sugerido a la MCH como un agente neuroprotector
para contrarrestar algunos de los procesos patoldgicos que colaboran con el avance de la EA.
Habiendo demostrado que la MCH es capaz de favorecer la retencion de memoria y
habiéndose evidenciado previamente que es capaz de ejercer efectos neuroprotectores en un
modelo de Enfermedad de Parkinson, tras la activacién de la cascada de sefializacion
MAPK/ERK, Ohy cols. (2019) demostraron la capacidad de la MCH de reducir la concentracién

de B-amiloide soluble en el hipocampo de ratas pre-tratadas con B-amiloide por via i.c.v. (Oh
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y cols., 2019). Los efectos beneficiosos de la MCH no solo se observaron a nivel
comportamental a través del ensayo de esquiva pasiva inhibitoria sino también en el laberinto
acuatico de Morris, demostrando una mejora en la retencién de memorias. También se
observd un efecto de la MCH en la facilitacién para generar LTP en CAl en rodajas de
hipocampo. En base a estos resultados y los reportados por Park y cols. (2017), los autores
sugieren a la MCH como un potencial agente terapéutico capaz de atenuar los déficits

cognitivos caracteristicos de la EA (Oh y cols., 2019; Park y cols., 2017).
1.5. Estreptozotocina intracerebroventricular: un modelo esporddico de EA

Existen numerosos estudios que asocian la EA esporddica con alteraciones sobre la
sefializacion de la insulina en el cerebro. Debido a esta observacion se ha descrito que cuando
se manifiesta la EA, el cerebro se vuelve resistente a la insulina, por lo que a dicha patologia
se la ha nombrado en numerosas ocasiones como Diabetes tipo Ill (Grinblatt y cols., 2007;
Salkovic-Petrisic y cols., 2009). A raiz de estas observaciones, Hoyer y cols. (2009) propusieron
un modelo capaz de emular los efectos de la EA, utilizando a la estreptozotocina administrada
en dosis subdiabetogénicas por via i.c.v. para inducir el estado de resistencia a la insulina por

parte del cerebro (Hoyer y cols., 1994).

La STZ es una glucosamina que al ser aplicada por via sistémica presenta efectos
citotoxicos para las células B pancreaticas, induciendo diabetes de tipo | al internalizarse en
las células a través de los transportadores de glucosa, llevando posteriormente a su muerte
celular (Grieb, 2016; Salkovic-Petrisic y cols., 2013). Al administrarse STZ por via intracerebral,
en dosis subdiabetogénicas, se describié que induce una “diabetes de tipo llI” dado que
afecta la homeostasis de la insulina y glucosa en el cerebro, influyendo sobre la expresién de
receptores y transportadores para ambas (Lannert & Hoyer, 1998). Asimismo, la
administracion de STZ por via i.c.v. genera neurodegeneracién de las neuronas del hipocampo
(entre otras areas), afecta la neurotransmisidon colinérgica y recapitula caracteristicas
morfolégicas descritas en cerebros de pacientes con EA en estudios post-mortem (Kamat y
cols., 2016; Saper & German, 1987). A nivel tisular se observé acumulacién del péptido AB y
de la proteina t hiperfosforilada a los tres meses de haber realizado la microinyeccion de STZ
(Knezovic y cols., 2015; Salkovic-Petrisic y cols., 2013). Por otro lado, Santos y cols. (2012)
reportaron alteraciones de la memoria de trabajo espacial en el laberinto acuatico de Morris

gue se evidenciaron tan sdélo tres horas luego de la administracién i.c.v. de STZ. Estas
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alteraciones mnémicas se acompafiaron de un aumento de la expresion de GFAP y de Fluoro-
Jade C, indicando la presencia de astrogliosis y neurodegeneracion (Oliveira Santos y cols.,

2012).

Este modelo ha demostrado ser efectivo para la emulacién y estudio de los procesos
patoldgicos caracteristicos de la EA tanto a nivel morfolégico como comportamental (Ravelli
y cols., 2017; Salkovic-Petrisic y cols., 2009). Ravelliy cols. (2017) lograron evidenciar un déficit
cognitivo reflejado en una disminucién de la discriminacion durante el ensayo de
reconocimiento de objeto novedoso (NORT) a partir de las tres semanas post-inyeccién de STZ
a unadosis final de 3 mg/kg. Dicho patrén fue descrito previamente por Knezovicy cols. (2015)
quienes describieron un deterioro en el desempeiio en el test de esquiva inhibitoria de los
animales un mes luego de la administracién de STZ i.c.v. acompafiado de un deterioro
morfoldgico referido a un aumento de placas de B-amiloide y proteina tau hiperfosforilada en

el hipocampo (Knezovic y cols., 2015).

A pesar de que las evidencias expuestas anteriormente sugieren que la MCH juega un
rol importante en los procesos de aprendizaje y memoria, no se ha estudiado si el sistema
MCHérgico podria estar alterado en alguno de los modelos animales de EA esporadica o si la
administracion cronica intracerebral de MCH podria atenuar los déficits cognitivos
evidenciados en dichos modelos. En esta tesis se evaluaran los efectos de la MCH sobre la
memoria episddica al ser administrada en estructuras relacionadas como el hipocampo dorsal
y si su administracion crdnica es capaz de reducir los déficits a nivel comportamental

observados en el modelo de administracion i.c.v. de STZ.
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2. HIPOTESIS

De todas las evidencias planteadas anteriormente es posible concluir que la actividad
de neuronas MCHérgicas es capaz de modular la actividad neuronal a nivel del hipocampo
dorsal influyendo sobre la formacién de memoria de tipo episddica. Tales procesos dependen
directa e indirectamente de la MCH liberada a nivel hipocampal. Respecto a condiciones
patoldgicas como en la EA, se sabe que la MCH se ve afectada en cuanto a su actividad e
inervacion del hipocampo debido a anomalias morfoldgicas presentes en las aferencias

MCHérgicas. En base a las evidencias descritas, proponemos como hipétesis de trabajo que:

1) La administracion aguda intra-hipocampal de MCH en ratas sera capaz de inducir

efectos pro-cognitivos en los procesos de memoria episddica.

2) El tratamiento crénico con MCH serd capaz de atenuar los déficits de memoria

descritas para el modelo de EA por microinyeccion de STZ.

3. OBIJETIVO GENERAL

1) Estudiar los efectos de la administracion aguda de MCH sobre los procesos de
memoria desde un punto de vista comportamental y molecular.
2) Evaluar, en el modelo de EA inducido por STZ, la capacidad de la MCH administrada

de forma crénica de atenuar las alteraciones comportamentales observadas.
4. OBIJETIVOS ESPECIFICOS

1) Evaluar los efectos de la administracion intra-hipocampal aguda de MCH a distintas
dosis sobre la memoria empleando las pruebas comportamentales NORT y LCEm.

2) Evaluar si el efecto de la MCH es dependiente de los receptores MCHR-1 pre-
tratando a las ratas con un antagonista de dicho receptor.

3) Evaluar por western-blot y PCR cambios en la expresion de distintos marcadores
moleculares como MCHR-1 TrkB, BDNF, NR1, NR2A y NR2B en la modulacidn de la

memoria a nivel hipocampal en animales tratados con MCH aguda.
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4) Evaluar los efectos de la administracion intracerebroventricular cronica de MCH
sobre las alteraciones cognitivas en el modelo de EA inducido por STZ empleando el

ensayo de NORT.
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5. METODOLOGIA
5.1. Drogas, insumos y reactivos utilizados

La MCH (Phoenix Pharmaceuticals Inc., Belmont, CA, Estados Unidos; H-070-47) se
diluyd en una solucién de NaCl 0,9% para obtener una cantidad final de 25, 50, 200 y 500 ng.
El antagonista de MCHR-1, N-[cis-4-[[4-(dimethylamino)-2-quinazolinyl]amino]cyclohexyl]-
3,4-difluorobenzamide hydrochloride, ATC-0175 (Tocris Bioscience, Bristol, Reino Unido) se
diluyd en una soluciéon de Tween 80% en agua destilada para obtener una concentracion de 1
mM. La STZ (Sigma-Aldrich, St. Louis, MI, Estados Unidos) fue diluida en liquido
cefalorraquideo artificial (LCRa: CaCl, 1.15 mM; NaCl 120mM; KCI 3 mM; MgCl 0.8 mM;
NaH2P0O4 0.33 mM; NH,CO3 27mM) a una dosis de 1,5 mg/Kg.

5.2. Animales

Se utilizaron ratas macho adultas de la cepa Wistar de 280 — 300 gr de 2 meses
aproximadamente criados en la Unidad de Reactivos y Biomodelos de Experimentacién (URBE)
de la Facultad de Medicina de la Universidad de la Republica (Uruguay). Los animales fueron
criados y alojados en grupos de 3-4 ratas por jaula con comida y agua ad libitum, y mantenidos
en condiciones de temperaturay luz controladas (22 + 2°C; 12/12 horas de ciclo luz-oscuridad).
Todos los procedimientos fueron aprobados por la Comision Etica en el Uso de Animales

(CEUA; N2 de expediente: 070153-000011-17).
5.3. Pruebas comportamentales

La secuencia de pruebas comportamentales se inicié 3 dias luego del implante de
canulas. Todos los procedimientos se realizaron durante la primera mitad de la fase del ciclo
diurno en una sala con niveles de iluminacién controlados por luxémetro digital (Dr. Meter,
modelo LX1330B) (ver esquema mas adelante). Cada animal fue evaluado en cada dia
aproximadamente a la misma hora con el fin de controlar la conocida influencia del ritmo
circadiano sobre el comportamiento. El orden en el cual los animales de los diferentes grupos
experimentales se evaluaron fue contrabalanceado. Al finalizar cada ensayo para cada animal,
los aparatos empleados se higienizaron con EtOH al 70 % para prevenir la posible influencia
de claves olfativas. Todos los ensayos fueron filmados y dichos videos posteriormente

analizados.
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5.3.1. Prueba de reconocimiento de Objeto Novedoso

La prueba o ensayo de reconocimiento novedoso (NORT; del inglés, Novel Object
Recognition Task) ha sido muy empleado para estudiar la memoria a corto, mediano y largo
plazo sin la necesidad de sesiones repetidas de entrenamiento ni de recompensas o
motivaciones exdgenas para el animal (Antunes & Biala, 2012). Esto es debido a que se apoya
en la preferencia intrinseca de los roedores por los estimulos novedosos frente a un estimulo
familiar (Bevins & Besheer, 2006; Ennaceur, 2010). Los resultados estaran condicionados por
el intervalo entre el ensayo de muestra (presentacion de los objetos) y el ensayo de retencion
(presentacién de objeto novedoso). El comportamiento evaluado en este ensayo depende de
estructuras como el hipocampo dorsal y la corteza entorrinal, estructuras clave en los
procesos de reconocimiento y almacenamiento de memoria episddica (Antunes & Biala,
2012). Para la presente tesis, el ensayo se realizé de acuerdo como fue previamente descrito
con modificaciones minimas (Blanco y cols., 2015; Galeano y cols., 2015; Holubiec y cols.,

2018).
5.3.1.1. Aparato

La prueba NORT fue realizada en un Campo Abierto (CA) constituido por una caja de
madera laminada negra (80 x 80 cm) con paredes perimetrales de 40 cm de altura. La
superficie de la caja se dividié en 25 cuadrantes de igual tamano delimitados por finas lineas

blancas.
5.3.1.2. Procedimiento

En el dia 1y 2 de prueba, se realizaron sesiones de handling de 5-7 minutos por rata
para reducir el estrés de la manipulacién y habituarlas a ésta y al experimentador. La primera
sesion se realizé en el bioterio, mientras que la segunda se llevé a cabo en el cuarto de
comportamiento donde tuvo lugar el resto de la prueba.

En los dias 3 y 4 de la prueba, se realizé la etapa de habituacidn al CA. La finalidad de esta
etapa fue evaluar la actividad exploratoria de la rata y disminuir el efecto ansiogénico del
espacio en el cual posteriormente tendria lugar la prueba comportamental. Para esta etapa,
los luxes se midieron en las cuatro esquinas del CA y en el centro. Los luxes en cada esquina

del CA se muestran en el siguiente esquema. Los valores de luxes en cada esquina del CA se
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mantuvieron iguales para todos los ensayos. No se observo sesgo generado por las diferencias

de iluminacién del CA.

12,3 10,4

16,5

6,0 3,7

Estas sesiones de habituacién de 10 minutos cada una fueron registradas con una
camara posicionada sobre el CAy los videos obtenidos se utilizaron para cuantificar el nimero
de cruces realizados por la rata como un indice de la actividad motora del animal. Entre ratas,
el aparato fue higienizado con EtOH 70° para eliminar posibles sesgos olfatorios.

En el dia 5 y 6 de la prueba, se realizaron los ensayos de muestra y retencidn,
respectivamente. La secuencia aplicada en esta etapa se presenta en la Fig. 3. El ensayo de
muestra se separd del ensayo de retencién por un intervalo inter-ensayo, el cual varié su
duracién de acuerdo al grupo experimental empleado. En el ensayo de muestra se colocaron
dos objetos identicos entre si en dos esquinas del CA. Estos objetos utilizados en el ensayo de
muestra se les denominé objetos famliares. Al iniciar el ensayo, la rata fue colocada mirando
hacia la pared opuesta a la que se encuentraban los objetos. Durante el ensayo de muestra se
permitid por 5 minutos la exploracién de los objetos por parte de la rata, entiendiendo
exploracién cuando la rata posicionaba su hocico a una distancia inferior o menor de 2 cm de
los objetos. Contactos como pararse sobre los objetos o tocarlos con la cola no fueron
considerados como exploracidn. Al finalizar el ensayo de muestra, las ratas fueron removidas
del CA y colocadas en una jaula individual donde se realizé la administracién de MCH, su
vehiculo o la co-administracién de MCH y el antagonista ATC-0175 (Fig. 3A). Al finalizar, fueron
devueltas a su jaula. El tiempo transcurrido entre el ensayo de muestra y retencion varié de
acuerdo a los objetivos de cada experimento. Durante el ensayo de retencion, los animales
fueron colocados en el CA con uno de los objetos presentados en el EM (objeto familiar) y un
objeto con el que nunca interactuaron (objeto novedoso). Durante los 5 minutos del ensayo
de retencion, se permitié que los animales exploren los objetos presentados, manteniendo los

mismos criterios utilizados durante el EM.
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Fig. 3. Secuencia experimental para la prueba NORT. A, secuencia completa para la prueba NORT. B,
esquema representativo de las etapas de habituacion al CA, ensayo de muestra y ensayo de retencion

de la prueba NORT.

El tiempo de exploracién durante el EM y ER se registrd a los 3 y 5 minutos. Uno de los motivos
se debe a que la actividad exploratoria de los roedores en el NORT varia con el tiempo,
normalmente siendo mas frecuente al principio debido a la novedad de los objetos presentes,
lo cual decae con el tiempo debido a una habituacién de parte del roedor a los objetos vy al
espacio (Antunes & Biala, 2012; Ennaceur, 2010). Durante el ensayo de retencién se calcularon
dos parametros: indice de discriminacién (d1) y la relaciéon de discriminacion (d2) que se

calcularon con las siguientes féormulas:

dl =tn—tf
tn—t

Pl
tn + tf
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siendo tn el tiempo que las ratas exploraron el objeto novedoso y tf el tiempo que las ratas
exploran el objeto familiar. Los videos registrados se cuantificaron de forma manual por parte

del experimentador de manera no ciega.
5.3.2. Laberinto en Cruz Elevado modificado

La prueba del Laberinto en Cruz Elevado modificado (LCEm) es utilizada para analizar
la capacidad de retencion de memoria espacial de los roedores (Itoh y cols., 1991; Kruk-Stomka
y cols., 2012; Lépez y cols., 2017). En esta prueba se cuantifica el tiempo (latencia de
transferencia, LT) en que los roedores demoran en desplazarse desde el extremo de uno de
los brazos abiertos (situacién aversiva) a la interseccidén con los brazos cerrados (situacién
menos aversiva). Se realiza exponiendo a los animales al LCEm durante tres ensayos
(denominados LT1, LT2 y LT3) separados por intervalos de 24 horas entre si. Se espera que los
animales del grupo control durante LT1 demoren mas tiempo, y que, una vez aprendido el
recorrido con ayuda de claves distales, demoren progresivamente menos tiempo en llegar a

los brazos cerrados en LT2 y LT3.
5.3.2.1. Aparato

El LCEm es una estructura de madera que consiste de dos brazos abiertos (50 x 11 cm)
y dos brazos cerrados (50 x 11 x 40 cm) dispuestos de forma tal que los brazos abiertos y

cerrados sean opuestos a si mismos. El laberinto se elevd a 50 cm de altura del suelo.
5.3.2.2. Procedimiento

Las ratas fueron alojadas en el cuarto de comportamiento 24 horas antes de iniciar la
prueba. Para evitar sesgos olfatorios, el laberinto fue higienizado con EtOH 70% entre cada
rata durante todas las etapas del LCEm. En el dia 1, cada rata se colocé durante 5 minutos en
el CA previamente descrito para la prueba NORT. Esta etapa tuvo como objetivo evaluar la
actividad locomotora como reflejo de la ansiedad experimental para detectar falsos positivos
0 negativos posibles durante la prueba. Luego, cada rata se colocd en uno de los extremos de
alguno de los brazos abiertos. Una vez que la rata entré a uno de los dos brazos cerrados, se
dejo que explore 10 segundos y posteriormente fue devuelta a su jaula. Aquellas ratas que
demoraron mas de 90 segundos en llegar a los brazos cerrados, fueron excluidas de futuros
ensayos. El tiempo en alcanzar los brazos cerrados (latencia de transferencia) se midié en el

dia 1 (LT1, sesidn de adquisicidn), dia 2 (LT2, sesion de retencion) y dia 3 (LT3, sesion de efectos
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duraderos). Inmediatamente luego del LT1, las ratas fueron removidas del laberinto para
recibir una microinyeccidn intra-hipocampal bilateral de MCH, su vehiculo o la co-
administracion de MCH y el antagonista ATC-0175. En los dos dias siguientes, se midio la
latencia de transferencia (LT2 y LT3), culminando el ensayo una vez que las ratas se

encontraron con las 4 patas dentro de alguno de los brazos cerrados.

CA
(5min)  Microinjeccién
l }
il er ¥ w2 RS
1 2 3

Fig. 4. Secuencia experimental para la prueba LCEm. Cada etapa de la prueba se realizd 24 horas luego
de la anterior. En el dia 1, inmediatamente luego de pasar por el LCEm, se realizé la microinyeccion bilateral

intra-hipocampal a cada rata y se devolvio a su jaula.

5.4. Puesta a punto de las pruebas comportamentales

A continuacidn, se describen los grupos experimentales que se consideraron para el

desarrollo de la presente tesis de doctorado.

5.4.1. Puesta a punto de la prueba NORT
o Intervalo inter-ensayo (ITl)de 1 h (n=9)
o Intervalo inter-ensayo (ITl) de 4 hs (n = 10)
o Intervalo inter-ensayo (ITl) de 24 hs (n = 10)
o Intervalo inter-ensayo (ITl) de 48 hs (n = 12)

Durante la puesta a punto del NORT en nuestro laboratorio se evaluaron varios grupos
experimentales variando la duracién del ITl entre el EM y el ER. En base a la literatura previa,
y a nuestros propios resultados, se testearon ITls de 1, 4, 24 y 48 horas con el objetivo de
evaluar cudl de todos los intervalos de tiempo era el adecuado para evidenciar los efectos de
los tratamientos aplicados a las ratas. Para cada uno de los ITI se repitid la secuencia

experimental con grupos independientes de ratas.

29



Los grupos utilizados para la puesta a punto del NORT no fueron sometidos a ningun
procedimiento quirdrgico ya que no se les aplicé ningun tratamiento farmacolégico. El objetivo
de su realizacién era detectar el patron de comportamiento de los animales bajo las distintas

condiciones de dicha prueba comportamental.
5.4.2. Puesta a punto de la prueba LCEm

Para realizar esta prueba, se colocaron a los animales en el laberinto y se cronometré
la latencia de transferencia de las ratas (n = 10) en cada dia de ensayo, para asegurar que las
condiciones de la prueba eran adecuadas para combinar con los correspondientes
tratamientos farmacolégicos. Al igual que para la puesta a punto del NORT, los animales del
grupo de puesta a punto del LCEm no fueron sometidos a ningln procedimiento quirdrgico

previamente.

5.5. Objetivo especifico 1: Efectos de la administracion aguda intra-hipocampal de MCH

Para evaluar los efectos del tratamiento agudo intra-hipocampal de MCH se aplicaron
los siguientes grupos experimentales:

e MCH intra-hipocampal agudo (200 ng) (n = 12); Veh (n = 7).
e MCH intra-hipocampal agudo (500 ng) (n = 11); Veh (n = 8).
e MCH intra-hipocampal agudo (50 ng) (n =9); Veh (n = 8).

e MCH intra-hipocampal agudo (25 ng) (n = 10); Veh (n = 10).

5.5.1. Cirugia estereotdxica

Las ratas fueron implantadas con canulas intra-hipocampales bilaterales en la regién
correspondiente a CA1 (coordenadas en base a bregma: AP: -3,6 mm; L: + 2,8 mm, DV: -3,1;
atlas de Paxinos & Watson, 2005). Para esto, los animales fueron anestesiados por via
intraperitoneal (i.p.) con una mezcla de ketamina (90 mg/kg) y xilacina (5 mg/kg) vy
posteriormente colocados en el aparato estereotdxico. Una vez fijados los animales, se
procedid a realizar una incisidon sobre la linea media del crdneo para exponer la calota

craneana. Luego se realizaron dos agujeros en el craneo para colocar las canulas guia intra-
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hipocampales (21G, 15 mm de longitud) que fueron fijadas con acrilico dental y tres tornillos
de acero inoxidable como anclas para el implante en la calota craneana. Tres dias luego de la
cirugia se iniciaron las pruebas comportamentales descritas previamente. Durante estos dias,
los animales volvieron a alojarse en el bioterio y se los tratd con antibidticos subcutaneos para

evitar infecciones alrededor del implante.

5.5.2. Microinyeccion intra-hipocampal de MCH

Tres dias después de realizada la cirugia se procedié a realizar la prueba NORT vy

posteriormente la prueba LCEm. La secuencia experimental se detalla en el siguiente esquema

(Fig. 5)

NORT:
Retencién CA
Habituacién (24 0 48 hs) (5 min)

Microinjeccion Eutanasia
] Handling CA

L L
3 2 11 2|3 a5 § 6 7 ENK H|||||H 71 § 172 ﬁ
l 1 2 3

Cirugia
estereotdxica

Post-operatorio

NORT:
1) Muestra
2) microinyeccién

Fig. 5. Secuencia experimental para grupos de tratamiento agudo. Tres dias luego de la cirugia
estereotaxica se realizaron dos dias de handling (5 minutos por sesién). Luego se realizaron dos dias de
habituacién al CA (10 minutos por rata). En el dia 5 se realizo el ensayo de muestra (5 minutos) y posterior
microinyeccién. Luego de 24 0 48 horas, se llevd a cabo el ensayo de retencién (5 minutos). Tres dias después
de finalizado el NORT, se dio inicio al ensayo de LCEm, el cual se repartio en 3 dias. En el dia 1 se puso a cada
rata 5 minutos en el CA y luego en el LCEm (LT1). Separado por 24 horas, se realizé el LT2 y al dia siguiente

el LT3. Al finalizar el LT3, los animales fueron sacrificados.

Las condiciones para la prueba de NORT se emplearon como se describe en el item 5.3.1.2.
Los ITIs seleccionados para estos experimentos fueron 24 y 48 horas. Luego del ensayo de

muestra, se colocd una cdnula de administracién en la canula guia para inyectar la MCH 0,2 L
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de forma bilateral a un flujo de 0,1 puL/min. Los controles recibieron vehiculo (NaCl 0,9%)
inyectado bajo las mismas condiciones. Luego de finalizada la inyeccién, la canula de

administracién se dejé 30 segundos para permitir la difusion del volumen inyectado.

Durante la prueba del LCEm, la inyeccion de MCH o vehiculo fue realizada bajo las mismas

condiciones inmediatamente luego de finalizada la sesién de LT1.

5.5.3. Localizacion de canula guia

Luego de finalizados los ensayos comportamentales, las ratas fueron anestesiadas con uretano
(1,2 mg/Kg, i.p.) y perfundidas por via transcardiaca con 250 mL de NaCl 0,9% y 400 mL de
solucion fijadora (paraformaldehido, PFA 4%) bajo campana utilizando una bomba de
perfusion a un flujo de 25 mL/min. Los cerebros fueron disecados y fijados por inmersion en
una solucién de PFA 4% durante 24 horas. Posteriormente, fueron inmersos en una solucion
de crioproteccion (sacarosa 30% en PBS 0,2M) durante 48 horas. Luego de dicho tiempo, los
cerebros fueron incluidos en bloques en el montante CryO-Z-T (Ted Pella, Inc) y congelados en
hielo seco y mantenidos a -80°C hasta ser cortados. Se obtuvieron cortes coronales (30 um de
espesor) en un criostato (Leica, Alemania) a -22°C. Los cortes obtenidos fueron tefiidos con
violeta de cresilo (0,05%) para verificar la correcta implantacién de las canulas guia. Aquellas
ratas con canulas fuera de las coordenadas indicadas en el item 5.5.1. fueron descartadas para

posteriores analisis.
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5.6. Objetivo especifico 2: Administracion intra-hipocampal aguda de ATC-0175 y MCH

Para demostrar que los efectos producidos por la MCH a nivel hipocampal eran
dependientes de su receptor MCHR-1, se realizaron grupos experimentales a los que se les
administré6 MCH o su vehiculo, o se co-administré el antagonista del MCHR-1, ATC-0175, de
manera previa a MCH (200 ng). Los grupos experimentales se distribuyeron de la siguiente

forma:
e Veh (NaCl 0,9%; n=10)
e MCH (200 ng; n = 10)

e ATC+ MCH 200 ng (n = 10)

Las condiciones del ensayo NORT y de inyeccién de MCH (200 ng) y ATC-0175 (1 mM)
para estos grupos experimentales se describieron en el item 5.5.2. y solo se utilizé un ITI de 24
horas. En el caso de los grupos pre-tratados con ATC-0175, primero se inyectdé de forma
bilateral un volumen de 0,2 pL a un flujo de 0,1 uL/min. Luego de la inyeccidn del antagonista,

se procedio a inyectar la MCH en las mismas condiciones que el ATC-0175.

Posterior a la prueba NORT, a estos grupos se les extrajo el cerebro para llevar a cabo estudios
moleculares sobre las muestras extraidas para estudiar los efectos de dichos tratamientos
sobre la expresién de genes y proteinas vinculados en la formacién de memorias, como BDNF,

TrkB, MCHR-1 y subunidades especificas de los NMDARs como la NR1, NR2A y NR2B.

5.7. Objetivo especifico 3: PCR y western-blot

Al finalizar la prueba NORT, las ratas de los grupos experimentales tratados en forma
aguda con MCH, su vehiculo o co-administrados con el antagonista de MCHR-1 y MCH, fueron
eutanasiadas y los cerebros disecados en frio para enlentecer su degradacion. A continuacion,
fueron pesados y almacenados a -80°C hasta su envio al Instituto de Investigaciéon Biomédica
de Milaga (IBIMA, Malaga, Espafia), donde se realizaron los ensayos bioquimicos descritos a
continuacién. En dicho laboratorio de cada cerebro se disecaron hipocampo izquierdo vy

derecho a partir de cortes de 2 mm de espesor.
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Las PCR en tiempo real se realizaron utilizando primers especificos de TagMan® Gene
Expression Assays (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA; Tabla 1). Los hipocampos
disecados se homogenizaron en hielo y se extrajo el ARN siguiendo el método Trizol®
recomendado por ThermoFisher Scientific y cuantificado usando un espectrofotémetro para
asegurar una relacion A260/280 de 1.8-2.0. Luego de realizar la reaccién de transcriptasa
reversa a partir de 1 ug de ARNm, se llevé a cabo una qPCR (del inglés, quantitative real-time
reverse transcription polymerase chain reaction) usando el sistema de deteccion CFX96TM
Real-Time PCR (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) y el fluoré6foro FAM para TagMan® Gene
Expression Assays (ThermoFisher Scientific) fue analizado. La curva de melting se analizé para
asegurar que la reaccién dio solo un producto de amplificacién. Los valores obtenidos de las

muestras se normalizaron contra el gen de referencia de la B-actina.
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Tabla 1. Primers para ensayos de expression génica Tagman®

Gen Assay ID GenBank Accession  Largo de amplicon
Number (bp)
Actb Rn00667869_m1 NM_031144.3 91
Grinl Rn01436034_m1 NM_008169 157
Grin2a  Rn00561341_m1 NM_008170 180
Grin2b  Rn00680474_m1 NM_008171 249
Mchrl  Rn00755896_m1 NM_031758.1 84
Bdnf Rn02531967_s1 NM_001270630.1 142
Ntrk2 Rn01441749 m1 NM_001163168.2 73

Para los ensayos de western blot, de las muestras de hipocampo se extrajeron proteinas
utilizando 500 pL de buffer de lisis conteniendo Triton X-100, 1M acido 4-(2-hidroxietil)-1-
piperazineetanesulfonico (HEPES), 0,1M de 4cido etilenediaminetetraacetico (EDTA),
pirofosfato de sodio, fluoruro de sodio (NaF), ortovanadato de sodio (NaOV) e inhibidores de
proteasas durante 30 minutos. Se empled el método de Bradford para determinar la
concentracién de proteinas en las muestras. Una cantidad de 50 ug de proteina se cargd en un
gel Criterion XT Precast de 4-12% (Bis-Tris) (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA,
numero de catalogo: 3450124), y luego transferido a membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad
Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA). El contenido proteico total se visualizé tras el marcado
con rojo Ponceau. Las membranas de nitrocelulosa se bloquearon con TBS-T (50 mM Tris-HCl
(pH 7.6), 200 mM NaCl, y 0.1% Tween 20) con 2% de fraccién de albumina V de BSA (Roche,
Mannheim, Germany) por 1 hora a temperatura ambiente. Para la deteccidn especifica de
proteinas, las membranas se incubaron overnight a 42C en TBS-T con BSA vy el anticuerpo
primario correspondiente (Tabla 2). La y-adaptina se usé como proteina control (Rivera y cols.,
2020). Luego de lavados repetidos en TBS-T con 1% de Tween 20, un anticuerpo secundario
anti-rabbit conjugado con peroxidasa de rabano (diluida 1:10.000) se agregé y se incubd por 1

hora a temperatura ambiente. Posterior a lavados en TBS-T, las membranas se incubaron por

35



1 minuto en el Western Blotting Luminol Reagent kit (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA, USA), y las bandas especificas se visualizaron y cuantificaron por quimioluminiscencia
usando Chemi-Doc TM MP Imaging System (Bio-Rad, Barcelona, Espafia). La cuantificacion de
los resultados se realizé usando el software Imagel. Los resultados se expresaron como la
relacion entre la proteina objetivo y la y-adaptina como gen constitutivo. Los niveles de

proteinas de los grupos tratados con vehiculo se asignaron de forma arbitraria como 1.

Tabla 2. Anticuerpos primarios empleados para detectar la expresién proteica por

Western Blot sobre muestras de hipocampo de los grupos pre-tratados con ATC y

MCH
Antigeno Host, Fabricante, codigo Dilucion
y-adaptina Ratén, BD Biosciences (610385) 1/2000
NMDAR1 Conejo, Abcam (ab109182) 1/500
NMDAR2A Conejo, Sigma Aldrich (07-632) 1/250
NMDAR2B Conejo, Sigma Aldrich (06-600) 1/250
MCHR-1 Conejo, Thermo Fisher (PA5-50705) 1/250
BDNF Conejo, Sigma Aldrich (AB1534) 1/250
TrkB Conejo, Sigma Aldrich (07-225) 1/250
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5.8. Objetivo especifico 4: administracion crénica i.c.v. de MICH o vehiculo

Para estudiar los efectos del tratamiento crénico con MCH durante 14 y 30 dias sobre
la memoria de animales pre-tratados con vehiculo o STZ (3 mg/kg) se llevaron a cabo los

siguientes grupos experimentales implantados con microbombas osméticas (MB):
e MByeh (n=9)
¢ MBmcH(n=9)
e STZ+ MBven(n=9)
o STZ+ MBwmch(n=13)
5.8.1. Armado de microbombas y cirugia estereotaxica

El uso de microbombas de infusién han presentado numerosas ventajas que fueron
capaces de reducir tanto el tiempo de manipulacién al realizar inyecciones crénicas de forma
manual asi como el estrés a los animales causados por la manipulacion del operador (Mangano
& Schwarcz, 1983). Estudios de administracion cronica de diversos farmacos han demostrado
evidenciar que este abordaje representa una estrategia experimental no solo capaz de aportar
ventajas desde el punto de vista operacional, sino también que son capaces de generar efectos
confiables esperables para cada tratamiento aplicado (Brolin y cols., 2018; Glick y cols., 2009;

Gomori y cols., 2003).
5.8.1.1. Armado de microbombas de infusion

Previo al dia de la cirugia, se procedié a ensamblar las microbombas osmoticas (ALZET
modelo 2002: 200 pL, 0,5 pL/hr; Alzet Osmotic Pumps, Cupertino, California, Estados Unidos),
de las cuales se liberaron de forma lenta la MCH (a una concentracion de 0,71 pg/ulL a un flujo
de 8 pg/dia) o su vehiculo (NaCl 0,9 %) como forma de administracion cronica durante 14 dias
(Della-Zuana y cols., 2002; Gomori y cols., 2003). Primero se armaron los kits de infusion
intracerebral, los cuales cuentan con una canula de 1,3 cm de largo y 0,08 cm de diametro. A
cada kit se le agregaron dos piezas espaciadoras las cuales fueron pegadas con pegamento al
kit de infusidn. Una vez asegurado que los kits no se encontraban obstruidos por defectos en
su fabricacion, se conectd cada kit con un tubo de cloruro de polivinilo, de 4 cm de largo.

Luego, cada kit (ya unido a su tubo correspondiente) se conecté al extremo distal de dicho
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tubo al tubo de llenado, el cual va ubicado dentro de la microbomba osmatica. A continuacion,
se llend el tubo de llenado, el tubo conector y el kit de infusién intracerebral con soluciéon
salina estéril. Luego de ensamblada la unidad, se registré su peso junto con la microbomba
vacia antes de ensamblarla completamente. A continuacidn, se llené con la droga o el vehiculo
correspondiente (200 uL de MCH o NaCl) a una concentracidon y volumen adecuado para
mantener el tratamiento crénico durante el tiempo que permite la microbomba (en este caso
14 dias). Una vez llena la microbomba, se volvid a registrar su peso y se colocé en la estufa a
60°C sumergida en solucién salina para iniciar el cebado de la microbomba. Al dia siguiente se

realizd la implantacion de la microbomba.

5.8.1.2. Implantacion de microbombas

Para los grupos pre-tratados con LCRa o STZ y microbomba, se anestesiaron a las ratas
con una mezcla de ketamina (90 mg/kg) y xilacina (5 mg/kg) por via i.p. Posteriormente las
ratas fueron colocadas en el aparato estereotaxico y se realizd una incision sobre la linea media
del craneo para exponer la calota craneana. Luego, se realizd un agujero a nivel del ventriculo
lateral izquierdo (Coordenadas en base a bregma: AP: -0,9; L: +1,6; DV: -3,4; atlas de Paxinos

& Watson, 2005).

La inyeccidn de STZ o LCRa se realizd en dos dias, de los cuales en el segundo dia se
implanté la microbomba posterior a la segunda inyeccién de STZ. Para dicha droga, se
administré una dosis de 3 mg/Kg en total, utilizando como vehiculo liquido cefalorraquideo
artificial (LCRa). Uno de los orificios abiertos para la microinyeccién fue sellado con cera para
hueso (Bone Wax, Harvard Apparatus; Holliston, Massachusetts, Estados Unidos), con el
objetivo de impedir el sangrado o la pérdida de liquido cefalorraquideo. Luego de inyectadas
las correspondientes drogas, se llevd a cabo la implantacién del kit de infusion. El kit de
infusion de la microbomba fue fijado al craneo con acrilico dental y dos tornillos de acero
inoxidable a modo de ancla secando previamente la superficie del craneo para asegurar una
correcta adhesién del acrilico a éste. Luego, el corte fue cerrado con hilo de sutura cubriendo
el implante y posteriormente higienizado con EtOH 70% y iodofén. La microbomba se colocé

debajo de la piel sobre el lomo del animal en un punto inalcanzable para éste, evitando que
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pueda removerlo. Los animales fueron tratados con antibidticos por via subcutanea durante

los tres dias posteriores a la cirugia.

A partir del dia posterior a la cirugia, se inicié el conteo de los dias de tratamiento,
controlando cada dos dias el peso de los animales y la ingesta de alimento con el fin de

detectar posibles efectos del tratamiento crénico sobre los pardmetros mencionados.

Luego de transcurridos los 14 dias post implantacién, se comenzo la prueba NORT. Para
este grupo en particular y esperando ver el efecto del tratamiento crénico con MCH, la
secuencia de la prueba NORT fue modificada para adecuarse al objetivo de este bloque
experimental. En este caso, se realizé un solo dia de handling, uno de habituacién y el ITI

seleccionado fue de 48 horas.

Al dia siguiente de finalizada la prueba NORT, se removié la microbomba de las ratas.
Para esto, se anestesio a las ratas con una mezcla de ketamina (90 mg/kg) y xilacina (5 mg/kg)
por via i.p. La microbomba se retird, dejando colocado el kit de infusidn en el craneo de la rata
y removiendo con cuidado el tubo y la microbomba. Luego de este paso, la microbomba se
pesd y se compard con el peso antes de implantarla para calcular el volumen liberado durante
los 14 dias. En los siguientes 15 dias, se continud el monitoreo de la ingesta de alimento y el
peso corporal para descartar efectos duraderos del tratamiento crénico con MCH o vehiculo.
Préximo al dia 30 post-implantacion, se realizé una segunda prueba NORT con las mismas
caracteristicas que la primera. La secuencia experimental se detalla en el esquema a

continuacion.
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Fig. 6. Secuencia experimental para grupos de administracion cronica de MCH. A. Linea temporal para grupos

con microbomba y tratados con STZ. B. Linea temporal para grupos con microbomba sin tratamiento con STZ.
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5.8.1.3. Control de peso corporal e ingesta de alimento

Con el fin de observar el efecto del tratamiento con MCH crénica por via i.c.v. sobre el peso
corporal, éste fue registrado, ademas de controlar la ingesta de alimento de forma regular
hasta el dia 30 post-implantaciéon de microbombas. Para el control de la ingesta de alimento,
debido a temas de alojamiento del bioterio, cada caja alojo hasta 6 ratas, por lo cual el
seguimiento de la ingesta de alimento de cada rata no pudo realizarse de forma individual.
Con el objetivo de normalizar los valores de peso corporal de partida de cada grupo
experimental, el cambio de peso corporal durante el tratamiento crénico se expresé como la
variacion de peso respecto al peso de las ratas al iniciar el tratamiento (Della-Zuana et al.,

2002).

Para controlar la ingesta de alimento, el dia 1 se le ajustaba el peso de la raciéon a 1000
g por caja de animales. Dos dias después, se pesaba la racion restante y se registraba lo que
habian consumido en esos dos dias. Posteriormente, se le agregaba suficiente comida hasta
llegar a los 1000 g. La cantidad consumida se calculé como la diferencia entre el peso de
partida de la racién y el remanente. Esta diferencia luego se dividié a la mitad (debido a que
correspondia a dos dias de consumo) y posteriormente ese valor se dividia entre el niumero
de animales alojados en dicha caja. De esta forma, se obtuvo un estimativo de la ingesta de

alimento por parte de cada rata y por dia.
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5.9. Analisis estadistico

Para analizar los efectos del tratamiento agudo (25, 50, 200 o 500 ng) y crénico con
MCH en el hipocampo en la prueba NORT, se corrieron pruebas t-test de Student para
muestras pareadas. La relacién de discriminacién (d2) en el ensayo de retencion se analizé
con el t-test para una muestra. El desempefio de los animales en el LCEm se analizé mediante
ANOVA de dos vias, con el factor “dia” como el factor intra-sujeto y el factor “tratamiento”
(Veh o MCH) como el factor inter-sujeto. Se aplicd el test post-hoc de Dunnett's para
comparaciones multiples cuando la interaccién dia x tratamiento alcanzd significancia
estadistica. Para analizar los efectos de la administracién intra-hipocampal de Vehiculo, MCH
o MCH + ATC en el ensayo de NORT, se realizé un test ANOVA de dos vias con el “objeto”
(novedoso o familiar) como el factor intra-sujeto y el “tratamiento” (Veh, MCH 200 ng o MCH
200 ng + ATC 1mM) como el factor inter-sujeto, seguido del test post-hoc de Sidak para
comparaciones multiples. La relacién de discriminacién (d2) en el ensayo de retencién se
analizé con la prueba t-test para una muestra. Los resultados de la PCR en tiempo real y
Western blot, se analizaron con un test de ANOVA de una via, seguido del test post-hoc de
Tukey para comparaciones multiples. Se calcularon coeficientes de correlacion de Pearson
entre los niveles de expresidn proteica y los valores de d2 obtenidos en el ensayo de retencidn.
Cuando un valor se ubicé debajo o sobre dos desvios estandar de la media, fue excluido del
anadlisis. Las probabilidades de 5% o inferiores se consideraron como estadisticamente
significativas (p < 0.05). Todos los resultados fueron analizados y graficados usando el

software Graph Prism 7 para Windows (GraphPad software, La Jolla, California, USA).
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6. RESULTADOS

A continuacién, se presentaran los resultados correspondientes en bloques basados

en los distintos grupos experimentales realizados. Los bloques corresponden a:

e Puesta a punto de las pruebas comportamentales (NORT y LCEm)
e Tratamiento agudo con MCH intra-hipocampal: MCH, vehiculo y MCH + ATC-0175

e Tratamiento crénico i.c.v. con microbombas osmaéticas: MCH y vehiculo

6.1. Puesta a punto de las pruebas comportamentales
6.1.1. Puesta a punto de la prueba NORT

Como se menciond anteriormente, para la puesta a punto de la prueba NORT se

utilizaron diversos grupos experimentales variando los ITls entre EM y ER.

Para los grupos de intervalo inter-ensayo de 1, 4, y 24 horas, el tiempo de exploracién
del objeto novedoso fue significativamente superior al tiempo para el objeto familiar (Fig. 7).
Dichas diferencias significativas fueron apreciables tanto a los 3 como a los 5 minutos de
transcurrido el ER. Las diferencias significativas entre los tiempos de exploracién para cada
objeto disminuyeron mientras mayor era el intervalo inter-ensayo. Este patrén podria indicar
gue a intervalos inter-ensayos mas prolongados, la retencion de las ratas podria disminuir. En
efecto, cuando transcurrieron 48 horas entre el EM y ER, las ratas exploraron el objeto
novedoso y el familiar por tiempos similares careciendo de diferencias significativas entre los
tiempos de exploracién de cada objeto. Los tiempos de exploracidn para la puesta a punto se

muestran en la siguiente tabla.
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Tabla 3. Tiempos de exploracion de los objetos durante el ER para la puesta a punto del NORT. Los
tiempos corresponden al tiempo de exploracion a los 5 minutos del ER. El tiempo estd representado en

segundos.
ITI (hrs.) ON OF
1 19,61+2,1 7,55+1,7
4 1485+2,4 6,35+1,3
24 27,6 £33 16,3+2,8
48 13,3+1,5 11,92 + 0,96

Al evaluar la capacidad de discriminacidon de los animales a los 5 minutos del ER al utilizar
intervalos de 24 y 48 horas (0,27 £ 0,07 y 0,03 £ 0,06, respectivamente) se destacd que, a las
24 horas los animales fueron capaces de discriminar entre el objeto novedoso y el familiar,
mientras que, a las 48 horas, los animales no lograron discriminar entre objeto novedoso y

familiar, fendmeno que se reflejé en valores de d2 cercanos a 0 alcanzados los 5 minutos del

ER (Fig. 7).
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Fig. 7. Desempeiio en la prueba de reconocimiento de objeto novedoso en el ER con un ITl de 1, 4, 24 y 48
horas de duracidn. A, C, E y G, tiempo de exploracién del objeto novedoso y familiar con un ITI de 1, 4, 24 y 48
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exploracion del objeto familiar mientras que las negras representan el tiempo de exploracion del objeto
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novedoso. Se realizaron analisis a los 3 y a los 5 minutos de comenzado el ensayo de retencidn. Los datos estan
expresados como la media * error estandar de la media. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 (pruebas
t para muestras relacionadas). B, D, F y H, relacion de discriminacion con un ITIde 1, 4, 24 y 48 horasa3y 5
minutos de transcurrido el ER, respectivamente. Los datos se muestran como graficos de dispersion mostrando
la media % error estandar de la media. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 vs. valor hipotético de O (test de t de una
muestra). ITI = 1 hora: n = 9 ratas; ITI = 4 horas: n = 10 ratas; ITl = 24 horas: n = 10 ratas; ITI = 48 horas: n = 12
ratas. n.s., no significativo.

De acuerdo a los resultados obtenidos en esta puesta a punto de la prueba NORT, para
evaluar los efectos de la administracién intra-hipocampal aguda y crénica de MCH en animales
controles o tratados con STZ (i.c.v) se decidié aplicar un ITl de 24 y 48 hs, respectivamente. La
finalidad de los ITls seleccionados sera medir el potencial pro-cognitivo que podria ejercer el

tratamiento agudo con MCH intra-hipocampal.

6.1.2. Puesta a punto de la prueba LCEm

Como se describid en la metodologia, en la prueba de LCEm se evalué en tres dias consecutivos
la latencia de transferencia de los animales al ser colocados en uno de los brazos abiertos del

laberinto. Dicha evaluacion se muestra en la siguiente figura:
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Fig. 8. Latencia de transferencia en animales controles en la prueba LCEm. Los resultados estan expresados
como la media * error estandar. *LT1 vs LT2; *LT1 vs LT3. *p<0,0001. (F= 14,57; p < 0,0001). No se observaron
diferencias significativas entre LT2 y LT3. N = 10.
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Los resultados de la puesta a punto de dicha prueba muestran una disminucion
significativa de la latencia de transferencia en el segundo y tercer dia respecto al primero (LT1:
45,74 + 6,8; LT2: 17,25 + 3,0; LT3: 13,37 + 2,8; Fig. 8). Este patrén confirma que las ratas
recuerdan la ubicacién espacial de los brazos cerrados y el espacio alrededor del LCEm,
requiriendo menos tiempo para explorar los alrededores y dirigirse hacia los brazos cerrados.
Dicho patrén coincide con el descrito en la bibliografia para grupos experimentales controles

lo cual permite la validacion del modelo en nuestro laboratorio.

6.2. Efectos del tratamiento agudo con MCH intra-hipocampal

En base a los resultados obtenidos durante la puesta a punto de la prueba NORT, se
seleccionaron los ITIs de 24 y 48 horas y una dosis de 200 ng/mL, basados en los trabajos de
Lagos y cols. (2009). A las 24 horas luego de la inyeccién de vehiculo, el grupo control explord
significativamente mds tiempo el ON que el OF a los 5 minutos del ER (22,25 + 2,4 segs. y 14,7
t+ 2,2 segs., respectivamente; Fig. 9A) durante el ensayo de retencién. Por lo tanto,
presentaron un indice de discriminacion significativamente mayor a cero (0,20 + 0,4; Fig. 9B).
Por otro lado, el grupo tratado con 200 ng de MCH explord durante un tiempo similar el objeto
familiar y el novedoso a los 5 minutos del ER (17,89 + 1,2 segs. y 18,22 + 1,5 segs.,
respectivamente; Fig. 9A) y, consecuentemente, presentaron una relacion de discriminacién
préxima a cero (d2: 0,007 + 0,05; Fig. 9B). Los resultados obtenidos demuestran un efecto
amnésico del tratamiento con MCH a 200 ng cuando el ITl es de 24 horas. Esto difiere de lo
observado para el grupo control y para la validaciéon del modelo en donde los animales control,
lograron discriminar entre el ON y el OF 24 horas luego del EM. En los grupos con un ITl de 48
horas se observé el mismo efecto sobre la retencion de memoria de la MCH que a las 24 horas.
Tanto los controles como los grupos tratados con MCH no fueron capaces de discriminar entre
el ON y el OF. El patrén observado para el grupo control se pudo observar previamente en la
puesta a punto de la prueba (Fig. 9C). El tiempo de exploracion para el ON no presentd
diferencias significativas con el tiempo de exploracion del OF tanto para los grupos tratados
con vehiculo cémo los tratados con MCH (Veh, OF: 16,6 + 3,5 segs, ON: 19,4 + 2,2segs; MCH,

OF: 15,8 + 1,9 segs, ON: 16,73 + 1,5 segs; los tiempos corresponden a los 5 minutos del ER).
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Debido a esto, los valores de d2 tanto para los controles (0,05 + 0,05) como para los animales

tratados con 200 ng de MCH fueron préximos a 0 (0,06 + 0,05; Fig. 9D).
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Fig. 9. Prueba de reconocimiento del objeto novedoso en el ensayo de retencion, 24 y 48 hs luego de la
inyeccion bilateral intra-hipocampal de vehiculo (NaCl) o MCH (200 ng). Ay C: Tiempo de exploracidon del objeto
familiar y novedoso durante el ensayo de retencion 24 y 48 horas, respectivamente. **p<0,01; test de t-pareado
(dos colas); ITI 24 hrs: Veh: n = 7; MCH200: n = 12; ITI 48 hs: Veh: n = 8; MCH200: n = 11. B y D: Relacién de
discriminacion. La administracién intra-hipocampal de vehiculo o MCH se realizé luego de realizado el ensayo de
muestra y se analizé 24 y 48 horas después en el ensayo de retencion. **p<0,01 comparado con un valor medio
hipotético de cero (test de t de una muestra a dos colas). n.s., no significativo.



En base a los resultados obtenidos en la serie de experimentos descrita, se observo
que el tratamiento con 200 ng de MCH aplicado luego del EM exhibié el efecto amnésico
descrito para el mismo tratamiento 24 horas luego de aplicado. A partir de estas
observaciones, el ITl seleccionado para evaluar el efecto del tratamiento con MCH a distintas

dosis fue de 24 horas.

6.3. Tratamiento agudo con MCH intra-hipocampal
6.3.1. Efectos en el NORT

Para determinar si la administracion bilateral de MCH es capaz de ejercer efectos pro-
cognitivos o pro-amnésicos se emplearon distintas dosis de MCH con el objetivo de
determinar una curva dosis-respuesta. Las cantidades de MCH seleccionadas para los
tratamientos agudos (basado en reportes previos) fueron 25, 50, 200 y 500 ng. Los resultados
obtenidos para la prueba NORT demostraron que las ratas controles fueron capaces de
discriminar entre el objeto novedoso y el familiar, observado en un tiempo de exploraciéon
significativamente superior para el objeto novedoso durante los 5 minutos del ensayo de
retencion (ON: 46 + 5,6 segs; OF: 32,7 + 3,5 segs). Este comportamiento coincidié con el
observado para el grupo tratado con 25 ng de MCH (ON: 46,3 + 3,1; OF: 27,3 + 2,2; Fig. 10A).
Esta observacién es coherente con los resultados obtenidos en el calculo de d2, para el cual
tanto el grupo control (0,16 + 0,03) como el tratado con 25 ng de MCH (0,26 + 0,04) obtuvieron
valores significativamente mayores a 0 (Fig. 10B). Al comparar los valores de d2 entre el grupo
control y el tratado con MCH a 25 ng, se evidenciaron diferencias significativas entre los
grupos, presentando posiblemente un efecto pro-cognitivo inducido por el tratamiento

aplicado.
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Fig. 10. Prueba de reconocimiento del objeto novedoso en el ensayo de retencion, 24 hs luego de la inyeccion
intra-hipocampal de vehiculo (NaCl) o MCH (25 ng). A: Tiempo de exploracion de los objetos familiar y novedoso
durante el ensayo de retencién para ratas tratadas con vehiculo o MCH. **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001;
test de t-pareado (dos colas). B: d2 o relacidn de discriminacion. **p<0,01, ***p<0,001 comparado con un valor
medio hipotético de cero (test de t de una muestra a dos colas). # p<0,05, test de t no pareado (dos colas). La
administracidon intra-hipocampal de Veh o MCH se realizé luego del ensayo de muestra y se analizd 24 horas
después en el ensayo de retencion. Veh: n =7; MCH25: n=12.

Al igual que para el grupo anterior, para el grupo tratado control 50 ng de MCH se pudo
apreciar un tiempo de exploracidn superior del objeto novedoso a los 5 minutos del ER (ON:
40,5 + 3,6 segs.; OF: 21,5 + 2,7 segs.; Fig. 11A) tanto al igual que para el grupo con 50 ng de
MCH durante el ensayo de retencién (ON: 37,3 £ 4,5 segs.; OF: 23,5 + 3,0 segs.). De la misma
forma, el t-test para una muestra, demostré que ambos grupos (control y MCH50; 0,32 + 0,06
y 0,22 + 0,04, respectivamente) presentaron valores d2 significativamente mayores a 0 (Fig.
11B). Al comparar los valores de d2 para el grupo control y tratado, no observamos diferencias

significativas entre estos.
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Fig. 11. Prueba de reconocimiento del objeto novedoso en el ensayo de retencion, 24 hs luego de la inyeccion
intra-hipocampal vehiculo (NaCl) o MCH (50 ng). A: Tiempo de exploracidn de los objetos familiar y novedoso
durante el ensayo de retencidn para ratas tratadas con vehiculo o MCH. **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001;
test de t-pareado (dos colas). B: d2 o relacion de discriminacion. **p<0,01, ***p<0,001 comparado con un valor
medio hipotético de cero (test de t de una muestra a dos colas). La administracién intra-hipocampal de Veh o
MCH se realiz6 luego del ensayo de muestra y se analizé 24 horas después en el ensayo de retencion. Veh: n = 8;
MCH50: n = 11.

Al evaluar los resultados obtenidos para el grupo MCH tratado con 200 ng de MCH
intra-hipocampal, se observd que el grupo control exhibié un tiempo de exploracion
significativamente mayor del objeto novedoso en comparacion con el objeto familiar a los 5
minutos de transcurrido el ER (ON: 22,3 + 2,4 segs.; OF: 14,7 + 2,2 segs.; con valores de d2
significativamente superiores a 0 (0,22 + 0,04) (Fig. 9A y B). Sin embargo, al analizar los
tiempos de exploracidon para las ratas tratadas con 200 ng de MCH, no se observaron
diferencias significativas entre los tiempos de exploracién del objeto novedoso y familiar
(18,22 £ 1,5 segs. y 17,89 * 1,2 segs., respectivamente) (Fig. 9A). En consecuencia, los valores

de d2 para dicho grupo, no presentaron diferencias significativas a 0 (0,00 + 0,06) (Fig. 9B).

Al analizar los efectos del tratamiento con 500 ng de MCH, la estadistica demostré que
el grupo control tuvo una mayor exploracion del objeto novedoso (ON: 43,2 + 5,5 segs.; OF:
27,45 + 3,5 segs.) (Fig. 12A) en comparacién con el objeto familiar, mientras que en el caso de
los animales tratados con 500 ng de MCH esto no fue asi (ON: 26,8 + 3,4 segs.; OF: 27,0+ 4,1
segs.) (Fig. 12A). En consecuencia, los valores de d2 para dicho grupo, no presentaron

diferencias significativas a 0 (Veh: 0,22 + 0,03; MCH: 0,02 + 0,06) (Fig. 12A y B).
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Fig. 12. Prueba de reconocimiento del objeto novedoso en el ensayo de retencion, 24 hs luego de la inyeccion
intra-hipocampal de vehiculo (NaCl) o MCH (500 ng). A: Tiempo de exploracién de los objetos familiar y
novedoso durante el ensayo de retencidn para ratas tratadas con vehiculo o MCH. ***p<0,001, test de t-pareado
(dos colas). B: d2 o relacién de discriminacion. ***p<0,001 comparado con un valor medio hipotético de cero
(test de t de una muestra a dos colas). La administracién intra-hipocampal de Veh o MCH se realizé luego del
ensayo de muestra y se analizd 24 horas después en el ensayo de retencidn. Veh: n = 10; MCH500: n = 10.

En resumen, el grupo de resultados descrito anteriormente, demuestra que la
administracion aguda intra-hipocampal de MCH presenta efectos dosis-dependientes sobre la
retencién de la memoria. Mientras que el grupo tratado con 50 ng de MCH no presentd
diferencias significativas entre el grupo control y el tratado, el grupo que recibié 25 ng de MCH
presentd una capacidad de discriminacidon significativamente mayor a su grupo control,
sugiriendo un posible efecto pro-cognitivo sobre la capacidad de discriminacion del objeto
novedoso y el familiar por parte de las ratas. Por otro lado, las dosis de 200 y 500 ng indujeron
efectos pro-amnésicos visibles en los tiempos de exploraciéon similares para el objeto

novedoso y familiar y valores de d2 cercanos a 0.
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6.3.2. Efectos en el LCEm

La inyeccidén aguda de MCH intra-hipocampal se realizé inmediatamente luego del LT1
utilizando las mismas condiciones de inyeccion especificadas para la prueba NORT. Se
utilizaron los mismos grupos experimentales que para el NORT, dejando 3 dias entre ambas

pruebas.

Veinticuatro horas posteriores a la administracién de 25 ng de MCH o su vehiculo, el
analisis estadistico demostré que el Unico factor significativo fue el dia. Las ratas presentaron
valores para la latencia de transferencia de los brazos abiertos a los cerrados que
disminuyeron en cada dia del ensayo de LCEm independientemente del tratamiento recibido
(Fig. 13A). Este patron coincide con el esperado para un grupo control sin tratamiento, tal
como se observdo en la puesta a punto del ensayo (fig.8). Dicho patron demuestra un
desempefiio cognitivo apropiado durante las sesiones de retencién. Un resultado similar se

observo para los grupos que recibieron 50 ng de MCH intra-hipocampal (Fig. 13B).
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Fig. 13. Prueba LCEm luego de la inyeccion de MCH o vehiculo. A. Latencia de transferencia para ratas administradas

con vehiculo (n =7) o MCH 25 ng (n=12). Veh: F= 36,82, p<0,0001; MCH 25 ng: F=20,87, p<0,0001 (tests de ANOVA de

una via). B. Latencia de transferencia para ratas administradas con vehiculo (n=8) o MCH 50 ng (n=11). Veh: F=6,68;

p<0,01; MCH 50 ng: F= 25,96, p<0,0001 (tests de ANOVA de una via). Las barras muestran la media de latencia de

transferencia para las tres etapas de la prueba. Los resultados estdn expresados como la media + error estandar.

Tukey’s post-hoc tests: ****p<0,0001. La flecha indica el momento de inyeccién de vehiculo o MCH.
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A diferencia de lo observado para los grupos tratados con 25 y 50 ng de MCH, para
aquellas ratas tratadas con 200 ng de MCH una reduccién en la latencia de transferencia se
pudo observar recién en el tercer dia de la prueba a diferencia de los controles para los cuales
se observaron reducciones significativas en la latencia de transferencia en el segundo y tercer
dia en comparacién con el primer dia de ensayo (Fig. 14A). En ratas tratadas con 500 ng de
MCH la disminucién en la latencia de transferencia fue significativa al tercer dia de la prueba
en comparacion con el primer dia de ensayo (al igual que para el grupo tratado con 200 ng de
MCH), mientras que para los controles se observé una significativa disminucién de la latencia

ya en el dia 2 (Fig. 14B).
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Fig. 14. Prueba LCEm luego de la inyeccion de MCH a 200 ng o 500 ng o vehiculo. (A), Latencia de transferencia
luego de inyectar 200 ng de MCH. Las barras muestran la media de latencia de transferencia (segundos) para las
tres etapas de la prueba para el grupo control (Veh, NaCl 0,9%; n = 8) o tratado con MCH (200 ng; n = 9) (F =
15,75, p<0,001; F= 4,74, p<0,05, respectivamente; tests de ANOVA de una via). Los resultados estan expresados
como la media % error estandar. No se observaron diferencias significativas entre LT2 y LT3 en el grupo Veh.
Tukey’s post-hoc tests: *p<0.05, **p<0,01, ***p<0.001. (B) Latencia de transferencia luego de inyectar 500 ng
de MCH. Las barras muestran la media de latencia de transferencia (segundos) para las tres etapas de la prueba
para el grupo control (Veh, NaCl 0,9%; n = 10) o tratado con MCH (500 ng; n = 10) (F = 8,14, p<0,01; F= 11,75,
p<0,001, respectivamente; tests de ANOVA de una via). Los resultados estan expresados como la media + error
estandar. No se observaron diferencias significativas entre LT2 y LT3 en el grupo Veh. Tukey’s post-hoc tests:
*p<0,05, **p<0,01; ***p<0,001.

Este grupo de resultados demuestra que los grupos tratados con dosis de 25 y 50 ng
de MCH no mostraron diferencias respecto a los controles en cuanto a la variacidon de la
latencia de transferencia a lo largo de la prueba. Sin embargo, dosis altas de MCH como 200y
500 ng exhibieron una fuerte disminucién en la latencia de transferencia sélo a partir del dia
3 de la prueba. Esto sugiere que dichas dosis de MCH ejercieron un efecto negativo sobre el
desempeiio comportamental de los animales, posiblemente como producto del efecto pro-
amnésico de los tratamientos de 200 y 500 ng. Estos resultados son consistentes con los

observados para el ensayo de NORT empleando las mismas cantidades de MCH.

6.3.3. Localizacion de cdanulas

Al finalizar las pruebas comportamentales, los animales fueron sacrificados y el
cerebro disecado para verificar la posicidn de las canulas, como se describid en la metodologia.
Aquellos animales que presentaron canulas mal colocadas o dificultades para realizar la
inyeccidn fueron eliminados del analisis. De estos bloques experimentales se descartaron 10
animales por una localizacién incorrecta de la canula guia y 5 ratas por presentar infecciones

0 abscesos en el sitio de inyeccion.
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Fig. 15. Representacion esquematica de la localizacidn de las canulas en la regién correspondiente a CAl en el
hipocampo de ratas. A. El area sombreada con color gris representa los puntos de localizacién de las canulas
guia en los grupos correspondientes a los experimentos de administracion aguda de MCH en tres planos
coronales representativos. Los nimeros representan la distancia de Bregma en mm de acuerdo al atlas Paxinos
y Watson. B. Microfotografia representativa con tincién de Nissl de un corte coronal mostrando los trazos de
ambas canulas. Las flechas indican los sitios donde se realizé la microinyeccion intra-hipocampal. Barra de
calibracién: 1000 pm.

6.4. Co-administraciéon intra-hipocampal aguda de un antagonista de los MCHR-1 y MCH

a 200 ng: efectos sobre la prueba NORT

Con el fin de observar la dependencia de los efectos comportamentales observados en
la prueba NORT, tras el tratamiento agudo con MCH, del receptor MCHR-1, se realizaron
grupos de co-administracion de MCH y un conocido antagonista de los receptores para dicho
neuropéptido (el ATC-0175). Para este grupo experimental se eligid el tratamiento con 200 ng
ya que fue una de las que demostraron ejercer un efecto pro-amnésico en las pruebas NORT

y LCEm.

El analisis demostrd que, al administrar vehiculo, o ATC + MCH 200 ng, las ratas
exploraban durante mds tiempo el objeto novedoso que el familiar (Veh, ON: 39,6 + 3,0 segs.,
OF: 25,0 * 2,5 segs.; ATC+MCH, ON: 38,6 + 3,2 segs.; OF: 24,9 + 2,6 segs.; Fig. 16A). Aquellos
animales tratados sélo con 200 ng de MCH exhibieron tiempos de exploracion similares para

el objeto novedoso y el familiar a los 5 minutos del ER, tal como se describié anteriormente
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para el tratamiento agudo de MCH a la misma dosis (ON: 31,5 + 3,0 segs., OF: 32,4 + 4,1 segs.;
Fig. 16A). De la misma forma, aquellas ratas tratadas con vehiculo o el antagonista ATC + MCH
200 ng, presentaron valores d2 significativamente superiores a 0 (Veh: 0,23 + 0,03; ATC + MCH
200: 0,23 + 0,04; Fig. 16B), demostrando una marcada discriminacién del objeto novedoso del
familiar. En contrapartida, aquellos animales que recibieron 200 ng de MCH presentaron
valores de d2 cercanos a 0 (0,00 + 0,03) (Fig. 16B), demostrando que no discriminaron entre

ambos objetos.
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Fig. 16. Prueba de reconocimiento del objeto novedoso en el ensayo de retencion, 24 hs luego de la inyeccion
intra-hipocampal de vehiculo (NaCl 0,9%), MCH (200 ng) o ATC+MCH (200 ng). A: Tiempo de exploracién del
objeto familiar y novedoso durante el ensayo de retencién en animales tratados con Veh (A, n = 10), MCH 200
ng (n = 10) o ATC+MCH (C, n = 10). ****p<0,0001; test de t-pareado (dos colas). B: Relacién de discriminacidn
***p<0,001 comparado con un valor medio hipotético de cero (test de t de una muestra con dos colas). La
administracion intra-hipocampal de Veh, MCH o ATC+MCH se realizé luego de realizado el ensayo de muestra y

se analizé 24 horas después en el ensayo de retencion. n.s., no significativo.
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Los resultados indican que el tratamiento con ATC-0175 fue capaz de antagonizar los
efectos pro-amnésicos de la MCH a 200 ng cuando se administran de forma bilateral en el
hipocampo 24 horas antes del ensayo de retencion. El hecho de que los efectos amnésicos
inducidos por el tratamiento con MCH pudo ser bloqueado por el tratamiento con el
antagonista del MCHR-1 apunta a que los efectos generados por el tratamiento agudo

dependen de la interaccion del neuropéptido con su receptor.

6.5. Efectos del tratamiento agudo intra-hipocampal sobre la expresién de marcadores

del sistema glutamatérgico, BDNF, TrkB y MCHR-1

Se analizé la expresion de los genes relacionados al sistema glutamatérgico (subunidades
Grinl, Grin2a y Grin2b de los receptores NMDA), el codificante para la neurotrofina BDNF y

su receptor TrkB, y para el gen del receptor MCHR-1.

En cuanto a los genes codificantes de las subunidades de los receptores de NMDA no se
observaron diferencias significativas entre los grupos tratados con MCH y ATC+MCH 200 ng
comparado con su control en los niveles de expresién de dichos genes por lo que se procedid
a analizar los niveles de presencia de las proteinas codificadas por dichos genes (Fig. 17a, by
c). Para los niveles de expresiéon génica de mchrl, ntrk2 y bdnf, tampoco no se observaron

diferencias significativas entre los grupos experimentales (fig. 17d, e y f).
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Fig. 17. Efectos de la administracién intra-hipocampal de Veh, MCH (200 ng) o ATC + MCH (200 ng) sobre la
expresion génica de las subunidades de los receptores NMDA, bdnf, ntrk2 y mchr-1. Niveles de expresion
hipocampal de (a) grin1 (Veh, n = 10; MCH 200, n = 10; MCH 200 + ATC, n = 10); (b) grin2a (Veh = 10; MCH 200 =
10; ATC + MCH200 = 10); (c) grin2b (Veh, n =9; MCH 200, n = 10; ATC + MCH200, n = 10); (d) mchr1 (Veh, n = 8;
MCH 200, n = 10; ATC + MCH200, n = 10); (e) ntrk2 (Veh, n =9; MCH 200. n = 9; ATC + MCH200, n = 10); (f) bdnf
(Veh, n =9; MCH 200, n = 9; ATC + MCH200, n = 9). Se eliminaron aquellos valores atipicos (por encima o debajo
de 2 desvios estandar de la media) antes de la normalizacién al Veh. Luego, se procedié a normalizar todos los
valores restantes (incluidos los del propio grupo Veh) a la media del grupo Veh que se establecié arbitrariamente
en 1. Los resultados se muestran como puntos de dispersidon con la media + error estandar de la media
superpuesto.

Para el caso de las subunidades de los receptores glutamatérgicos NMDA, no fue posible
observar diferencias significativas entre los distintos grupos experimentales en los niveles

proteicos hipocampales de NMDAR1, NMDAR2A y NMDAR2B (Fig. 18).
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Fig. 18. Efectos de la administracion intra-hipocampal de Veh, MCH 200 ng, MCH (200 ng) + ATC (1 mM) sobre
la expresion de NMDAR1 (Grinl), NMDAR2A (Grin2a) y NMDAR2B (Grin2b). a, c y e: niveles de expresién de
NMDAR1, NMDAR2A y NMDAR2B en el hipocampo de ratas inyectadas con vehiculo (n= 8 para NMDAR1, n =9
para NMDAR2A, y n = 9 para NMDAR2B), MCH 200 ng (n =9 para NMDAR1, n = 10 para NMDAR2A, y n = 10 para
NMDAR2B) o co-administrada con MCH 200 ng + 1 mM de ATC (n =9 para NMDAR1, n = 10 para NMDAR2A, y n
=10 para NMDAR2B). b, d y f: inmunoblots representativos para cada grupo de cada proteina de interés con su
respectivo control (y-Adaptina). Se eliminaron aquellos valores de las proteinas de interés relativizadas al control
de carga que estuviesen por encima o debajo de 2 desvios estandar de la media. Luego, se procedié a normalizar
todos los valores restantes (incluidos los del propio grupo Veh) a la media del grupo Veh que se establecié
arbitrariamente en 1. Los resultados se muestran como puntos de dispersidn con la media * error estandar de la
media superpuesto.

En cuanto a los niveles proteicos de BDNF los resultados no permiten observar un

cambio significativo en su expresidén en ninguno de los tres grupos experimentales (Fig. 17fy
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19e y f). Sin embargo, al analizar la expresion proteica de TrkB y MCHR-1, fue posible observar
una disminucion significativa en la expresién de TrkB y MCHR-1 luego de la administracion
intra-hipocampal de MCH (200 ng) en comparacion con el grupo tratado con vehiculo (TrkB:
F(2,24) = 4.75, p = 0.018; post-hoc test MCH 200 vs. Veh: p = 0.014; MCHR-1: F2,24)=5.88, p =
0.008; post-hoc test MCH 200 vs. Veh: p = 0.007)(Fig. 19a-d). En contrapartida, aquellos grupos
co-tratados con ATC y MCH demostraron niveles de expresion similares a los observados para

el grupo control y tratados con MCH a 200 ng (p = n.s. post-hoc) (Fig. 19a-d).
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Fig. 19. Efectos de la administracion intra-hipocampal de Veh, MCH (200 ng) o MCH (200 ng) + ATC (1 mM)
sobre la expresion de MCHR-1, BDNF y TrkB. a, c y e: niveles de expresién de MCHR-1, TrkB, y BDNF en el
hipocampo de ratas inyectadas con vehiculo (n=9 para MCHR-1, n = 10 para TrkB, y n = 9 para BDNF), MCH 200
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ng (n =9 para MCHR-1, n = 9 para TrkB, y n =9 para BDNF) o co-administrada con 1mM ATC + MCH 200 ng (n =
9 para MCHR-1, n = 8 para TrkB, y n = 9 para BDNF). Post-hoc test: **p<0.01, *p<0,05. b, d y f, inmunoblots
representativos para cada grupo de cada proteina de interés con su respectivo control (y-Adaptina). Se
eliminaron aquellos valores de las proteinas de interés relativizadas al control de carga que estuviesen por
encima o debajo de 2 desvios estandar de la media. Luego, se procedié a normalizar todos los valores restantes
(incluidos los del propio grupo Veh) a la media del grupo Veh que se establecié arbitrariamente en 1. Los
resultados se muestran como puntos de dispersion con la media + error estandar de la media superpuesto.

Con el fin de comprender qué implicancia funcional presentaron los resultados

descritos anteriormente, se realizd una correlacion entre la expresion proteica de TrkB y

MCHR-1 con la relacién de discriminacidon obtenida (d2) a partir de la prueba NORT. Dicho

anadlisis demuestra una correlacion significativa y directa entre la expresion de ambos

receptores y d2 (TrkB: r?: 0.140, p = 0.05; MCHR-1: r%: 0.249, p = 0.008) (Fig. 20d y e). Por otra

parte, y en coherencia con resultados anteriores, no se observd correlacién entre d2 y BDNF

ni para las subunidades de los receptores NMDA (Fig. 20a-cy f).
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Fig. 20. Correlaciones entre la expresion proteica hipocampal y la relacion de discriminacion (d2). No se observé
correlacion entre (a) NMDAR1 (n = 26), (b) NMDAR2A (n = 29), (c) NMDAR2B (n = 29), (f) BDNF (n = 27) y valores de d2.
En contraste, se observé una correlacion directa y significativa entre los niveles de los receptores (d) MCHR-1 (n=27)y

(e) TrkB (n =27) y los valores de d2.
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6.6. Tratamiento crénico i.c.v. con MCH o vehiculo aplicado al modelo de EA por

administracion i.c.v. de estreptozotocina

6.6.1. Efectos en el NORT

Considerando los resultados obtenidos con la administracion intra-hipocampal aguda
de MCH, se procedid a estudiar qué efectos tendria la MCH administrada de forma crénica por
viai.c.v. utilizando microbombas osméticas en el modelo de EA inducido por la administracion

i.c.v de estreptozotocina.

En aquellos grupos en donde se administré vehiculo de forma crénica utilizando las
microbombas y con un tratamiento previo con LCR artificial, los tiempos de exploracién para
el ON fueron significativamente mayores a los 5 minutos de ensayo de retencién luego de 14
dias de tratamiento con vehiculo (ON: 54,33 + 4,65 segs.; OF: 41,72 + 2,87 segs.; Fig. 21A). Por
otra parte, no se observaron diferencias significativas entre los tiempos de exploracion del ON
y OF en animales tratados con MCH durante 14 dias (ON: 42,78 + 2,77 segs.; OF: 36,72 + 3,53
segs.; Fig. 21A). Los valores de d2 obtenidos para cada grupo experimental coindicen con lo
obtenido en los tiempos de exploracion. A los 14 dias, los animales tratados con vehiculo (y
pre-tratados con LCR) obtuvieron valores indicativos de una significativa discriminacién del
ON (0,12 + 0,04, Fig. 21B). Por el contrario, los animales tratados con MCH (y pre-tratados con
LCR) no fueron capaces de discriminar el ON del OF, presentando valores de d2 cercanos a 0

(0,08 + 0,05; fig. 21B).

Al repetir la prueba 30 dias luego de iniciado el tratamiento crénico, fue posible
observar que los animales tratados con vehiculo no presentaron diferencias significativas en
los tiempos de exploracidon de ON y OF a los 5 minutos del ER (47,11 +5,27 segs.y 35,72 +2,78
segs., respectivamente; Fig. 21C), al igual que lo observado para los animales tratados con
MCH (el mismo patrdon observado a los 14 dias de tratamiento; ON: 36,25 + 4,17 segs.; OF:
34,56 + 3,01 segs.; Fig. 21C). A los 30 dias y siguiendo el patrén observado en los tiempos de
exploracién, ni el grupo vehiculo ni el tratado con MCH, pre-tratados con LCR, fueron capaces

de discriminar el ON del OF (0,12 + 0,05 y 0,01 + 0,04, respectivamente; Fig. 21D).
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Fig. 21. Prueba de reconocimiento del objeto novedoso en el ensayo de retencién, 14 y 30 dias luego de iniciado
el tratamiento crénico con vehiculo (NaCl 0,9%) o MCH (200 ng) en animales pre-tratados con LCR. Ay C:
Tiempo de exploraciéon del objeto familiar y novedoso durante el ensayo de retencién en animales tratados
durante 14 dias y 30 dias luego de iniciado el tratamiento crénico con con Veh (n =9) o MCH 200 ng (n =9) en
animales pre-tratados con LCR relacidn de discriminacién para ambos grupos experimentales. *p<0,05 test de t-
pareado (dos colas). B y D: Relacion de discriminacidén durante el ensayo de retencién en animales 30 dias post-
STZ con Veh (A, n =9) o MCH 200 ng (B, n =9), pre-tratados con LCR. *p<0,05; comparado con un valor medio
hipotético de cero (test de t de una muestra a dos colas); n.s., no significativo.
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Luego de analizar los resultados observados para los tratamientos crénicos con
vehiculo o MCH con LCRa, se evaluaron los efectos de dichos tratamientos en combinacion
con el modelo de aplicacién de 3 mg/Kg de estreptozotocina (STZ). En estos grupos, la
administracion de STZ se realizé previamente a la implantacién de la microbomba. Como en
los grupos descritos anteriormente, dos instancias de la prueba NORT se realizaron a los 14 y

30 dias de implantadas las microbombas.

A los 14 dias de tratamiento, aquellos grupos que fueron pre-tratados con STZ y
recibieron vehiculo en forma crdénica, no presentaron tiempos de exploracién para el ON y OF
significativamente diferentes a los 5 minutos del ER (ON: 38,39 + 4,27 segs.; OF: 32,06 + 2,75
segs.; Fig. 22A). Por otro lado, los grupos tratados por 14 dias con MCH y previamente tratados
con STZ, presentaron diferencias significativas entre los tiempos de exploracién para ON y OF
(ON: 56,04 + 4,53 segs.; OF: 34,42 + 3,57 segs.; Fig. 22A). A los 30 dias, se observaron los
mismos patrones, tanto para el grupo vehiculo como para el grupo tratado con MCH (Veh,
ON: 61 + 7,53 segs.; OF: 44,67 + 8,15 segs; Fig. 22C; MCH, ON: 41,71 + 3,29 segs.; OF: 27,88 =
2,56 segs.; Fig. 22C).

Para estos grupos experimentales a los 14 dias, la relacién de discriminacion para el
grupo tratado crénicamente con vehiculo y STZ presentd un indice significativo, demostrando
una marcada discriminacion del objeto novedoso (0,15 + 0,03; Fig. 22B). Por otra parte, el
grupo tratado con STZy MCH de forma crénica exhibié una discriminacién mas fuerte durante
el ensayo de retencion (0,24 + 0,05; Fig. 26B). A los 30 dias luego de iniciado el tratamiento
crénico con vehiculo, la discriminacién de los animales de este grupo experimental no
presentd diferencias significativas, a diferencia de lo observado a los 14 dias (0,18 + 0,09; Fig.
22B). En el grupo experimental pre-tratado con STZ y MCH crénica, la discriminacién de los
objetos a los 30 dias se volvidé a mostrar marcada tal como ocurrié a los 14 dias (0,20 + 0,05;

Fig. 22D).
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Fig. 22. Prueba de reconocimiento del objeto novedoso en el ensayo de retencion, 14 y 30 dias luego de iniciado
el tratamiento crénico con vehiculo (NaCl 0,9%) o MCH (200 ng) en animales pre-tratados con STZ (3 mg/Kg).
Ay C: Tiempo de exploracion del objeto familiar y novedoso durante el ensayo de retencién en animales tratados
durante 14 dias y 30 dias luego de iniciado el tratamiento crénico con con Veh (n =9) o MCH 200 ng (n =12) en
animales pre-tratados con LCR relacién de discriminacion para ambos grupos experimentales. **p<0,01,
**%p<0,001 test de t-pareado (dos colas). B y D: Relacidn de discriminacién durante el ensayo de retencién en
animales 30 dias post-STZ con Veh (A, n =9) o MCH 200 ng (B, n=12), pre-tratados con STZ. **p<0,01, ***p<0,001
comparado con un valor medio hipotético de cero (test de t de una muestra a dos colas); n.s., no significativo.
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6.6.2.Control de peso e ingesta de alimento

El monitoreo del peso corporal de las ratas durante los 30 dias a partir de la
implantacion de las microbombas osméticas no demostré diferencias significativas entre
grupos experimentales a excepcidon de diferencias significativas entre el grupo tratado con

MCH crénica y el grupo pre-tratado con STZ+MCH croénica (fig. 23).
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Fig. 23. Variacion de peso corporal durante y luego de tratamiento crénico con MCH. El peso corporal
esta expresado como la diferencia en el peso por dia respecto al peso al inicio del tratamiento. El analisis
estadistico fue realizado por ANOVA de una cola con medidas repetidas (dias). *, p < 0,05. MCH vs
STZ+MCH.
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7. DISCUSION

En la presente Tesis de Doctorado se evaluaron los efectos de la MCH sobre la memoria
al ser administrada de forma aguda en el hipocampo de ratas, los efectos de acuerdo a la dosis
administrada y su dependencia del receptor de MCH, el MCHR-1. También se evaluaron los
efectos de dicho neuropéptido al ser administrado de forma crénica en condiciones
fisioldgicas y patoldgicas emuladas por el pre-tratamiento de las ratas con STZ, un modelo
intervencionista ampliamente utilizado para estudiar procesos patolédgicos similares a los

observados para la EA.
7.1.  Puesta a punto de las pruebas comportamentales

Los resultados obtenidos en la puesta a punto de las pruebas de comportamiento
demostraron resultados coherentes y con patrones definidos en base a las condiciones
controladas de las pruebas. Dichas observaciones y procedimientos demostraron ser
confiables para la posterior evaluacion de grupos experimentales sometidos a los
tratamientos farmacoldgicos especificados en la presente tesis. Tanto para el NORT como para
el LCEm, la puesta a punto logrd reproducir los patrones esperados para animales que no
recibieron ningun tratamiento, demostrando robustez en los ensayos y condiciones
adecuadas para su ejecucién (Bevins and Besheer, 2006; Ennaceur y cols., 2005; Itoh y cols.,

1990).

Respecto a la prueba de NORT los distintos ITIs evaluados en la puesta a punto,
permitieron identificar aquellos tiempos en donde los efectos del tratamiento agudo con MCH
(comparado con su respectivo vehiculo) podian exhibir tendencias sobre la capacidad de
discriminacién de los animales entre los objetos novedosos y familiares. A diferencia de otras
pruebas comportamentales que evalian la memoria y han sido utilizados para estudiar a la
MCH, la prueba NORT no requiere un entrenamiento previo de los animales de
experimentacion, lo cual permite acortar los tiempos de experimentacién, ni se apoya en la
necesidad de factores motivacionales externos como recompensas o castigos (Bevins &
Besheer, 2006; Ennaceur & Delacour, 1988; Mutlu-Burnaz y cols., 2022). Pruebas como el
laberinto acudtico de Morris o el test de esquiva pasiva, si bien han servido para evaluar los
efectos de la MCH sobre la memoria, implican exponer al animal a estimulos aversivos, lo cual

puede afectar directamente la funcién que se quiere estudiar (M. E. Monzdn & De Barioglio,
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1999; Ohy cols., 2019). Estas pruebas comportamentales, al tener componentes ansiogénicos,
podrian dificultar el estudio de la memoria ya que las condiciones experimentales traerian el
peso de otras estructuras participantes en la formacién de memorias, volviendo mas compleja
la interpretacién de los resultados (Cohen and Stackman, 2015). Se ha discutido sobre la
variedad de condiciones experimentales aplicadas para el NORT y como estas pueden causar
la obtencidn de resultados diferentes a los reportados desde otros laboratorios bajo las
mismas condiciones (Cohen and Stackman, 2015). Considerando que la prueba NORT se apoya
sobre la atraccidn de los roedores por la novedad, sin la necesidad de condiciones aversivas
para el animal, permite un analisis sencillo de los resultados obtenidos (Ennaceur, 2010; Zaki

y cols., 2003).

En la puesta a punto del Laberinto en Cruz Elevado modificado (LCEm), se observaron
patrones tipicos de animales controles o “sham”. En estos grupos experimentales, se espera
que, alo largo de los tres dias de la prueba, las latencias de transferencia disminuyan de forma
progresiva, siendo mayor en el dia 1, respecto a los dos dias posteriores (Estanislau y cols.,
2011; Hill y cols., 2015; Hlidk & Krejci, 2002). La observacién de dicho patrdn en la puesta a
punto de la prueba en el cuarto de comportamiento del laboratorio donde se desarrolld la
presente tesis, demuestra que las condiciones para la ejecucién de la prueba comportamental
fueron adecuadas para su posterior aplicacién en los distintos grupos experimentales de

interés.
7.2.  Tratamiento intra-hipocampal agudo con MCH

Los resultados de administracién aguda de MCH demuestran que la MCH a dosis altas
es capaz de afectar la consolidaciéon de la memoria en las dos pruebas comportamentales

seleccionadas para la presente tesis.

Estudios recientes han evidenciado el rol de la MCH en la actividad exploratoria y de
reconocimiento de un objeto novedoso (lzawa y cols., 2019; Kosse & Burdakov, 2019). Kosse
y Burdakov (2019) describieron en modelos murinos que la activacién de neuronas
MCHérgicas en el HL tras el silenciamiento por optogenética de la enzima glutamato
decarboxilasa (GAD65) presentes en microcircuitos de dicho nucleo hipotalamico, es necesaria
para que exista reconocimiento de los objetos novedosos (Kosse & Burdakov, 2019). Es

importante destacar que la MCH co-localiza con neuronas GABAérgicas en el HL, por lo cual el
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sistema MCHérgico puede ser estudiado a través de la manipulacion de los circuitos
GABAérgicos en dicho nucleo hipotaldmico. Se ha discutido ampliamente sobre el rol
regulatorio de dichos circuitos sobre la liberacién de MCH en otras estructuras del encéfalo
permitiendo contemplar al sistema GABAérgico hipotaldmico como un participante de la
regulacion de los circuitos MCHérgicos y las funciones que estos regulan (Chee y cols., 2013;
Del Cid-Pellitero & Jones, 2012; Neugebauer y cols., 2018). Por otra parte, otros estudios han
indicado que la inhibicion de neuronas MCHérgicas mediante el método DREADD (del inglés,
Designer Receptor Exclusively Activated by Designer Drug) no presenta efectos favorables ni
negativos sobre el proceso de reconocimiento de objetos novedosos (Mutlu-Burnaz y cols.,
2022). En contrapartida, otros estudios realizados por lzawa y cols. (2019), demostraron que
inhibiendo especificamente poblaciones de neuronas MCHérgicas activas durante el sueno
REM, la consolidacidon de la memoria es favorecida, mientras que la inhibicién de aquellas
neuronas MCHérgicas activas durante el suefio NREM, no genera los mismos efectos (lzawa y
cols., 2019). Los resultados obtenidos en los experimentos de administracion intra-
hipocampal aguda de MCH demostraron que al administrar dosis de 200 y 500 ng de dicho
neuropéptido, la consolidacion de la informacidén se vio afectada, exhibiendo un efecto
amnésico del tratamiento agudo con MCH. Estos resultados coinciden con las conclusiones
obtenidas por lzawa y cols. (2019) respecto a la MCH como un factor capaz de interferir con
la formaciéon de memorias y la capacidad de los animales tratados con MCH de reconocer el
objeto novedoso durante la prueba NORT. Los autores proponen a la MCH como un
neuropéptido capaz de promover el olvido de memorias hipocampo-dependientes. Las
neuronas MCHérgicas activas durante el suefio REM podrian estar influyendo sobre la
actividad de neuronas presentes en el hipocampo, responsables de la consolidacion de
memorias obtenidas durante la fase de vigilia. Grosmark y cols. (2012) describen como la caida
en la frecuencia de disparo de las neuronas piramidales e interneuronas hipocampales actue
como un proceso de eliminacién de informacidn irrelevantes para la consolidacién de
memorias de trabajo (Grosmark y cols., 2012). En estudios de optogenética capaz de modular
la actividad de las neuronas MCHérgicas del hipotdlamo, lzawa y cols. (2019) también
evidenciaron que su inhibicion mejord la memoria espacial en el laberinto acuatico de Morris
(Izawa y cols., 2019). Concetti y cols. (2020) demostraron en la prueba de fear conditioning
que la inhibicién de neuronas MCHérgicas es capaz de enlentecer la extinciéon de

comportamientos asociados a miedo exacerbado, revelando a la MCH como un posible
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modulador de la formacién de memorias emocionales capaces de disminuir dichos
comportamientos (Concetti y cols., 2020). Noble y cols. (2019) han reportado la actividad de
neuronas MCHérgicas aferentes al hipocampo ventral (especificamente CA1) como un agente
influyente de comportamientos impulsivos asociados a estimulos con carga emocional
presente (Noble y cols., 2019). Las evidencias experimentales obtenidas por Izawa y cols.
(2019) y Concetti y cols. (2020), si bien son contradictorias, podrian explicarse en base a la
amplia difusion del sistema MCHérgico hacia todo el SNC desde el HL, encontrando fibras
nerviosas de dicho neuropéptido hipotalamico en multiples estructuras nerviosas. Por tal
motivo, es posible inferir que la MCH es capaz de modular el proceso de formacion de
memoria, pero su efecto dependera de las estructuras que estan involucradas en dicho
fendmeno y en el tipo de informacion asociado a dicha memoria (Antunes and Biala, 2012).
Particularmente el hipocampo ha sido asociado a multiples procesos en la formacion de
memorias como por ejemplo la consolidacidn y la evocacién de memorias (lwamura y cols.,
2016; Villar y cols., 2017). En relacidon a este punto, es importante destacar que se ha descrito
que la MCH actua a través de la activacidon del Unico receptor funcional presente en roedores
y mamiferos: el MCHR-1 (Presse y cols., 2014; Saito y cols., 2001). Esta descrito que dicho
receptor se encuentra acoplado a distintas proteinas G (Chung y cols., 2009a; Hawes y cols.,
2000). Por lo tanto, tras su internalizacién, distintas cascadas de segundos mensajeros
intracelulares pueden activarse generando distintos efectos a nivel post-sindptico, pudiendo
activar o inhibir las neuronas receptivas a la MCH. Debido a que los estudios a partir de los
cuales se describieron estas caracteristicas para el MCHR-1 fueron realizados principalmente
en modelos in vitro en sistemas heterélogos de sobreexpresién del receptor, no se sabe
especificamente a qué proteina G se encuentra acoplado el receptor en las neuronas del
hipocampo (estructura en la cual se administré la MCH para la presente tesis). Futuros
experimentos podrian ser disefiados para contestar esta interrogante, pero hasta el presente
la falta de estudios electrofisiolégicos in vivo hace imposible que haya evidencias que
demuestren el mismo funcionamiento del receptor. Gao y Van den Pol (2002) lograron
determinar, en rodajas de hipotadlamo que la MCH es capaz de inhibir las corrientes de Ca?* L,
N y P/Q, lo cual es capaz de producir una inhibicién a nivel post-sindaptico en neuronas
hipotaldmicas, inhibiendo la liberacién tanto de glutamato como de GABA (Gao & Pol, 2002,
2001). Apoyandose en estas evidencias, resta determinar si en el hipocampo la MCH podria

estar actuando a través del mismo proceso. De ser asi, la influencia de la MCH sobre el sistema
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glutamatérgico y GABAérgico que inerva el hipocampo podria ser un factor esencial en la
modulacion de la memoria. Estudios como el realizado por Harris & Burdakov (2024) discuten
sobre la capacidad de la MCH de facilitar los fendmenos de plasticidad sinaptica a nivel
hipocampal gracias a una disminucién de del umbral sindptico (Harris and Burdakov, 2024). La
evidencia presentada por los autores se condice con estudios previos donde la actividad
MCHérgica se vio afectada en modelos transgénicos knock-out para el receptor MCHR-1
dificulté la generacién tanto de LTP como de LTD (Pachoud y cols., 2010). Previamente,
Adamantidis y cols. (2005) evidenciaron que el modelo transgénico knock-out para MCHR-1
no solo es capaz de inducir déficits cognitivos posiblemente influyendo sobre la actividad
sindptica glutamatérgica del hipocampo interfiriendo en la expresién génica de subunidades
clave para el correcto funcionamiento de receptores NMDA (Adamantidis y cols., 2005).
Sabiendo sobre la participacién de fendmenos de LTP y LTD en el reconocimiento de objetos
novedosos durante el ensayo de NORT, es posible que, dado nuestro disefio experimental, los
tratamientos de MCH a 200 y 500 ng puedan estar causando una desensibilizacion del sistema
MCHérgico en el hipocampo, interfiriendo con la retencion de memorias adquiridas durante

los ensayos comportamentales.

Estudios anteriores han descrito que la MCH es capaz de incrementar la latencia en la
prueba de esquiva inhibitoria cuando se administra en el hipocampo, influyendo en la
capacidad de neuronas de dicha estructura de generar LTP y por cambios en la expresion de
subunidades de los receptores NMDA (Varas y cols., 2002, 2003). Sin embargo, otros estudios
describieron que la MCH al ser administrada en estructuras como la amigdala, presentd un
perfil amnésico (M E Monzén & De Barioglio, 1999; Varas y cols., 2002). . La diferencia en los
efectos observados en la presente tesis con los descritos en trabajos anteriores como el de
Varas y cols. (2002 y 2003) puede ser producto de diferencias en las condiciones
experimentales. Es un detalle importante mencionar que varios de los experimentos
realizados por este equipo fueron realizados en modelos in vitro mientras que para los
experimentos in vivo se realizaron ensayos comportamentales distintos a los aplicados en la
presente tesis de doctorado (Varas y cols., 2002). Una de estas diferencias resalta en el trabajo
de Varas y cols. (2003) en donde condiciones experimentales como la concentracién de MCH
empleada (500 ng/ul) y el momento durante el ensayo de comportamiento donde se realizd

su inyeccion (después de la fase de entrenamiento) (Varas y cols., 2003). A pesar de haber
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reproducido las mismas condiciones de inyeccidn, el efecto del tratamiento fue opuesto al
reportado por Varas y cols. (2003). Los resultados obtenidos pueden ser producto de que el
ensayo comportamental aplicado no solo es distinto al utilizado por Varas y cols. sino que
también el ensayo de NORT es sensible a numerosas condiciones experimentales, obteniendo
una diversidad amplia de resultados que dificultan la interpretacién sobre los efectos de la

MCH sobre el reconocimiento de los objetos.

Si bien en la presente tesis nos centramos en primera instancia en evaluar los efectos
agudos de la MCH solamente en el hipocampo y no en estructuras que participen en la
formaciéon de memorias emocionales, fue posible observar distintos efectos de la MCH dosis-
dependiente. Con el tratamiento de 50 ng de MCH no se observé un efecto sobre el
desempefiio de los animales en las pruebas NORT y LCEm, patrén que también se observé en
los animales tratados con vehiculo A nivel de la prueba NORT no sé observaron diferencias en
la discriminaciéon de los objetos novedoso y familiar. En cambio, con el tratamiento de 25 ng
de MCH, la discriminacién del objeto novedoso fue significativamente mayor en comparacién
con el vehiculo. Dicho patrén es acorde a estudios previos en los que se evidencia la capacidad
de los neuropéptidos de ejercer efectos a pequefias cantidades (Salio y cols., 2006). Salio y
cols. (2006) afirman que dicha capacidad de los neuropéptidos se debe a su gran afinidad por
sus receptores y a su vida media superior en comparacién con los neurotransmisores
tradicionales (Salio y cols., 2006; Zhang y cols., 2010). Estudios realizados por Urbanavicius y
cols. (2014) evidenciaron los efectos pro-depresivos de la MCH administrada en el Nucleo
Dorsal del Rafe siendo mas notorios dichos efectos con dosis intermedias. Esto se demostré
con el test de nado forzado (TNF) en donde cantidades intermedias de MCH indujeron el
mayor tiempo de inmovilidad en comparacidon con las cantidades minimas y maximas
empleadas en el estudio (Urbanavicius y cols. (2014)). El patrén observado para este grupo
experimental se alinea con numerosas evidencias reportadas en la bibliografia a partir de las
cuales la MCH es propuesta como un agente potenciador de la memoria (Varas y cols., 2002,
2003). Por otro lado, cantidades mayores (200 y 500 ng) fueron capaces de interferir
posiblemente con la consolidacién de la memoria siendo imposible que esta condicione el
desempeiio de los animales frente a un objeto o espacio conocido. Los patrones observados
en estos experimentos, se alinean con lo descrito por Izawa vy cols. (2019), reafirmando el rol

de la MCH en fenémenos de “olvido”. Autores como Kosse & Burdakov (2019) proponen que
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este perfil amnésico de la MCH podria estar sujeto a la modulacion de circuitos colaterales
como el sistema GABAérgico y glutamatérgico hipocampal asi como también en qué momento
de la formaciéon de memorias interviene la MCH (Kosse & Burdakov, 2019). Respecto al
momento en que se aplica el tratamiento farmacoldgico durante el ensayo de NORT, estudios
realizados por Cohen y cols. (2013) inactivando el hipocampo dorsal con una inyeccion intra-
hipocampal de muscimol (agonista GABAérgico) en distintas etapas del ensayo NORT, logré
exhibir los mismos efectos sobre el desempefio de los ratones (Cohen y cols., 2013). Los
autores concluyen que no existieron diferencias en relacién al momento de la inyeccién, lo
cual podria dar a entender que dicha variable no es determinante para los procesos de
reconocimiento que ocurren a nivel del hipocampo, sino también sobre la importancia del
control GABAérgico sobre dichos fendmenos (Chao y cols.,, 2018). Dicho sistema de
neurotransmisién, como ya se menciond anteriormente, puede estar siendo influenciado por
la neurotransmisién MCHérgica. Es sabido que neuronas MCHérgicas también son capaces de
liberar glutamato y GABA (Kosse and Burdakov, 2019b). En los experimentos realizados por
Coheny cols. (2013), se evidencié que la activacion del sistema GABAérgico a nivel hipocampal
(independientemente de cuando se aplicd el tratamiento con muscimol), fue capaz de
interferir con el reconocimiento del objeto novedoso. Respecto a la neurotransmision
glutamatérgica en el hipocampo, Rossato y cols. (2023) pusieron en evidencia utilizando el
ensayo de NORT el rol que cumplen las distintas subunidades de los NMDAR sobre los
fenédmenos de memoria. Aplicando inyecciones intra-hipocampales en CA1 dorsal de
antagonistas no-especificos y especificos para las subunidades N2A y N2B de los NMDARs. Los
autores describen que aquellos receptores conteniendo las subunidades N2A participan en
fenédmenos de consolidacion y reconsolidacién de la memoria, mientras que aquellos
receptores conteniendo la subunidad N2B son importantes para procesos de desestabilizacidn
de la memoria (Rossato y cols., 2023). La expresion de dichas subunidades de los NMDARs fue
descrita por Varas y cols. (2003) como sensibles a la accion de la MCH, la cual es capaz de
aumentar su expresiéon a nivel hipocampal facilitando la ocurrencia de fendmenos de
plasticidad sinaptica (Rossato y cols., 2023; Varas y cols., 2003). En relacién a los resultados
obtenidos en la presente tesis, es posible que las cantidades de MCH empleadas para los
tratamientos agudos hayan sido suficientes para causar una desensibilizacion no solo del

sistema MCHérgico hipocampal, sino también del glutamatérgico.
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Para evidenciar que los efectos observados ante la aplicacion de MCH eran
dependientes especificamente de su receptor, se evaluaron estos efectos en experimentos de
administracion de un antagonista del MCHR-1: el Unico receptor funcional de MCH en
roedores. El tratamiento con dicho antagonista (ATC-0175 a dosis ya reportadas como capaces
de antagonizar los efectos de la MCH) previo a la administracién de MCH, en nuestras
condiciones de trabajo, fue capaz de bloquear los efectos amnésicos ejercidos por dicho
neuropéptido evidenciado en una discriminacién significativa entre el objeto familiar y
novedoso a pesar de haber recibido una dosis de 200 ng de MCH (dosis que en experimentos
previos demostrd ser pro-amnésica). Por estos resultados, es posible sugerir que los efectos
de la MCH, observados en la prueba NORT, son dependientes de la activacion del MCHR-1.
Esta reversion de los efectos de la MCH sobre la memoria se suma al potencial del ATC-0175
de revertir los efectos de la MCH sobre otras funciones moduladas por esta, como son el ciclo
suefio-vigilia o el estado de dnimo (Lagos y cols., 2009; Urbanavicius y cols., 2014). Aparte de
los efectos evaluados en esta tesis, otros estudios han evaluado la capacidad del ATC-0175 de
antagonizar otros efectos reportados para la MCH. Chaki y cols. (2005) propusieron al ATC-
0175 como un agente terapéutico para el tratamiento de la depresién y ansiedad debido a
que se pusieron en evidencia los efectos pro-depresivos de la MCH (Chaki y cols., 2005b,
2005a). También se ha descrito a dicho fdrmaco como capaz de interferir con las funciones
reguladoras de la MCH sobre el ciclo suefio-vigilia y la ingesta de alimento. Particularmente,
el ATC-0175 ha sido destacado entre otros antagonistas para el MCHR-1 ya que no presenta
efectos sobre la actividad locomotora espontanea, entre otros efectos no deseados a nivel del
SNC (Johansson, 2016; Shimazaki y cols., 2006). A favor de estas ventajas de dicho antagonista,
Chung y cols. (2011) remarcan que la administracion aguda y crénica de ATC-0175 y otros
antagonistas por via oral, presentan efectos ansioliticos frente a estimulos cominmente
estresores en roedores, como en el test de transicion de luz-oscuridad o la interaccion social
con ratas desconocidas (Chung y cols., 2011). A nivel celular, Ruiz-Viroga y cols. (2021)
utilizando MCH conjugada con rodamina (R-MCH), demostraron que la internalizacién de MCH
por parte de neuronas presentes en el hipocampo, nucleo dorsal del rafe y ndcleo septolateral,
entre otras estructuras, es un proceso dependiente de MCHR-1 y es realizado por endocitosis

dependiente de clatrina (Ruiz-Viroga y cols., 2021).
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El presente trabajo logréo demostrar efectos pro-amnésicos de la MCH al administrar
de forma aguda e intra-hipocampalmente en dos ensayos de comportamiento destinados
para evaluar la funcién de memoria episddica (NORT y LCEm). Ambas pruebas
comportamentales evallan procesos de formacién de memoria dependientes del hipocampo
(Antunes & Biala, 2012; Cohen & Stackman, 2015). Ademds de observar tales efectos, se
demostré que éstos son dosis-dependiente y que la participacion del receptor MCHR-1 a nivel
hipocampal es un requisito para evocarlos. Los efectos generados por los mismos
tratamientos agudos con MCH intra-hipocampal a 200 y 500 ng fueron amnésicos tanto en el
NORT como en el LCEm. El hecho de haber observado los mismos patrones para ambos
ensayos comportamentales aporta solidez a los resultados descritos para esta parte de la tesis.
Por otro lado, mientras que el tratamiento con MCH aguda a 50 ng no presentaron diferencias
con los controles utilizados, el patrén de discriminacién observado en el ensayo de NORT para
el tratamiento con 25 ng de MCH intra-hipocampal sugiere que el perfil del efecto de dicho
neuropéptido esté sujeto a la dosis administrada. Futuros estudios son necesarios para
demostrar que dichas cantidades administradas y el efecto ejercido, son producto de su

influencia sobre la expresiéon de marcadores moleculares potenciadores de la memoria.

Estudios previos determinaron el efecto de la MCH en el hipocampo sobre la expresion
de subunidades especificas de los receptores glutamatérgicos NMDA (Barnes y cols., 2020;
Varas y cols., 2003). Dichos autores describen un aumento en la expresion de las subunidades
NR1, NR2A y NR2B al aplicar un tratamiento de MCH intra-hipocampal en la etapa de
consolidaciéon durante el ensayo de esquiva inhibitoria. En el presente trabajo, los genes
codificantes para dichas subunidades fueron contemplados junto con otros mediadores
moleculares presentes en el hipocampo como el BDNF y su receptor, el TrkB, junto con el
receptor MCHR-1. Especificamente se estudio la expresion de estos genes y proteinas 24 horas
posteriores a la administracion de MCH intra-hipocampal (realizada inmediatamente luego
del ensayo de muestra del NORT) y una vez finalizado el ER, comparando los grupos

experimentales que recibieron MCH y ATC+MCH con sus respectivos controles.

A diferencias de lo descrito en la bibliografia, para las subunidades NR1, NR2A y NR2B
no fue posible observar diferencias significativas en la expresion génica o cantidad de proteina
para estas subunidades bajo los efectos de la MCH o del ATC+MCH. Una posibilidad es que el

tiempo del intervalo entre los ensayos de muestra y retencion no haya sido adecuado para
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qgue la MCH y/o el ATC-0175 influya sobre la expresion de dichos genes. Es sabido que la
expresion de los distintos genes esta sujeta a diversos procesos de regulacidon de expresion
génica y requiere la participacion de factores de transcripcion, potenciadores y/o inhibidores
y que dichos mecanismos se manifiestan de diferentes formas dependiendo del tipo celular
en cuestion (Brouwer & Lenstra, 2019; De Jong y cols., 2019; Liu & Tjian, 2018). Cammarota y
cols. (2000) estudiaron cambios en la expresidn de las subunidades de los NMDARs NR1, NR2A
y NR2B (Cammarota y cols., 2000). Empleando el ensayo de esquiva inhibitoria step-down, los
autores describen un aumento de la expresion de la subunidad NR1 30 minutos luego de la
sesion de entrenamiento, mientras que la expresiéon de subunidades NR2 no se vieron
afectadas por el ensayo comportamental (Cammarota y cols., 2000). Al evaluar la expresion
de dichas subunidades 120 minutos post-entrenamiento, no se observaron diferencias
significativas respecto a los controles. Estos resultados sugieren que los cambios en la
expresion de NR1 de los NMDAR es un fendmeno reversible. Es posible que los tiempos
empleados en los protocolos de la presente tesis no hayan sido adecuados para evidenciar un
aumento en la expresién de dichos marcadores moleculares. Considerando que los cerebros
fueron disecados 24 horas luego de aplicado el tratamiento con MCH, es posible que la
ventana temporal seleccionada haya sido demasiado amplia para poder observar un aumento
de la expresion de grinl (gen codificante de la subunidad NR1). La diferencia en los ensayos
comportamentales aplicados y las estructuras participantes en la formacidon de memorias a
partir de éste, podria ser considerado un factor influyente sobre por qué no se observan

cambios en la expresién de las subunidades de los NMDAR.

Una posible explicacion ante las diferencias en los resultados sobre expresidon génica
obtenidos entre el presente trabajo y el realizado por Varas y cols. (2003) puede deberse al
método de deteccion de expresidon génica y las estructuras seleccionadas para el analisis de
dichos genes. Esta tesis concentrd su atencidn en estructuras hipocampales importantes en
procesos cognitivos y de formacién de memorias como son CA1, CA2 y CA3 y el giro dentado
(Antunes & Biala, 2012; Chao y cols., 2020). Segundo, Varas y cols. utilizaron como método de
deteccidn la técnica de hibridacidn in situ mientras que este trabajo utilizd PCR en tiempo real
para medir la expresién de los genes mencionados luego de distintos tratamientos
farmacoldgicos. Ambas técnicas se han descrito como mutuamente complementarias pero la

sensibilidad de la PCR en tiempo real como método de cuantificacion de ARNm es superior a
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la de hibridacion in situ (Hua y cols., 2018; Ransick, 2004). Por dicha razdn, no se descarta la
posibilidad de que la PCR al ser mas sensible, pueda ser mas confiable que la hibridacién in
situ. Un factor determinante de estos resultados podria ser la cantidad de muestra empleada
para medir la expresion de los genes. Es importante recordar que, para estos experimentos,
se utilizé un punch de un corte grueso coronal de cerebro conteniendo ambos hipocampos a
nivel de las microinyecciones de MCH, mientras que Varas y cols. midieron la expresion de las
subunidades de NMDAR en regiones especificas del hipocampo y con otro método.
Posiblemente haber disecado gran parte del hipocampo para estos estudios pueda estar
enmascarando cambios en la expresidén de genes vinculados a los receptores NMDA en CA1,

CA2y CA3.

En cuanto a la neurotrofina BDNF y su receptor, TrkB, importante modulador de la
formacién de memoria a nivel hipocampal, se observé que la administracién de MCH no indujo
modificaciones en los niveles de expresidon de BDNF ni en sus niveles proteicos. Sin embargo,
se pudo evidenciar una disminucidn de la expresién del receptor TrkB en animales tratados
con MCH 24 horas luego del tratamiento. También fue posible observar una correlacién
positiva entre la expresidon de TrkB y la relaciéon de discriminacidon durante el NORT. Dicha
observacion fortalece la idea de los efectos deletéreos de la MCH sobre la memoria cuando
esta se administra en dosis altas. Esta ampliamente descrito que el factor BDNF es un
mediador molecular de gran protagonismo en las distintas etapas de formacién de memoria
y su consolidacidn (Bekinschtein y cols., 2014). El hecho de que la MCH fue capaz de disminuir
la expresion del receptor TrkB, podria indicar que dicho neuropéptido podria estar
interfiriendo directa o indirectamente en estos procesos cognitivos. Lopez-Hill y cols. (2015)
evidenciaron que el tratamiento con el antagonista de NMDARs MK-801 indujo una
disminucion de la presencia de BDNF en el hipocampo, lo cual se reflejéo en un aumento de la
latencia de transferencia en el modelo de LCEm. Esto no solo pone en evidencia un efecto
amnésico del antagonista sino que también los receptores NMDA y el BDNF podrian actuar en
conjunto en la formaciéon de memorias (Goulart y cols., 2010; Lépez y cols., 2017). Lu y cols.
(2008) describieron al BDNF como el factor responsable de la consolidacién y la memoria a
largo plazo, rol que algunos autores han resaltado como alternativa terapéutica para
patologias que afectan la memoria (Caffino y cols., 2020; Lu y cols., 2008; Schulze y cols.,

2022). Es posible que una vez que la MCH se une a su receptor, el complejo formado por éstos
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sea internalizado y degradado tras la detecciéon de un aumento de la concentraciéon
extracelular de dicho neuropéptido como un proceso de desensibilizacién del circuito
MCHérgico en el hipocampo (Chao y cols., 2006; Rajagopal & Shenoy, 2018). La dindmica de
los receptores de MCH ha sido ampliamente estudiada por Saito y cols. (1999) en numerosos
estudios donde han revelado detalles como regiones claves de la proteina del receptor (Chung
y cols., 2009b; Hamamoto y cols., 2015; Saito y cols., 1999; Tetsuka y cols., 2004). Es
importante destacar que los estudios realizados por el grupo de trabajo de Saito se han
apoyado fuertemente en modelos no neuronales y cultivos celulares de HEK293 y células CHO,
entre otros (Kobayashi y cols., 2021; Saito y cols., 1999). Si bien, estos estudios han aportado
informacién clave para entender el funcionamiento del MCHR-1, los modelos utilizados no
representan un sistema neuronal enddgeno. En vista de esto, nuestro grupo de trabajo ha
enfocado sus esfuerzos en entender cémo actua dicho receptor en el SNC. Nifo y cols. (2019)
gracias a la aplicaciéon de ensayos de inmunofluorescencia e inmunohistoquimica lograron
localizar el MCHR-1 en las cilias primarias de neuronas presentes en el NDR. Los autores
describen que el receptor se encontrd localizado en las cilias primarias principalmente de
neuronas GABAérgicas y serotoninérgicas y otras neuronas de perfil neuroquimico
desconocido (esto fue previamente descrito por Deveray cols. (2015). En otros estudios, Ruiz-
Viroga y cols. (2021), mediante el uso de R-MCH administrada por via i.c.v., demostraron que
la capacidad de internalizacion de la MCH se apreciaba en su mayoria a neuronas y no a células
gliales (Ruiz-Viroga y cols., 2021). Aquellas neuronas que demostraron ser receptivas a la MCH
se localizaron préximas a fibras MCHérgicas que inervan hipocampo, NSL, NAc y NDR (Ruiz-
Viroga y cols., 2021). Considerando las observaciones mencionadas anteriormente, dado que
entre la administraciéon de MCH y la extraccion de muestras para la deteccién de la expresiéon
y presencia de las proteinas receptoras transcurrieron aproximadamente 24 horas, es posible
que el complejo MCH/MCHR-1 haya sido internalizado y degradado en el interior celular. La
disminucion de la presencia del receptor TrkB podria explicarse si dicho receptor estuviera
formando complejos de heterorreceptores junto con el MCHR-1. Al internalizarse este ultimo,
es posible que también TrkB sea internalizado por las neuronas y degradado en su interior
(Yap & Winckler, 2015). Casarotto y cols. (2021) describieron a antidepresivos como la
fluoxetina, imipramina y la ketamina como reguladores alostéricos de la actividad de TrkB
capaces de activar la via de BDNF y asi generar efectos antidepresivos (Casarotto y cols., 2021).

Considerando dicha observacion, podria considerarse a la MCH como un modulador alostérico
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capaz de inducir la internalizacion de TrkB tras su interaccidn (futuros estudios son requeridos

para comprobar dicha hipétesis).

7.3. Tratamiento i.c.v. cronico con MCH

Los experimentos a discutir en el siguiente bloque, a diferencia del anterior, tuvieron
como objetivo, por una parte, describir los efectos del tratamiento crénico i.c.v. de la MCH en
condiciones basales y por otra parte los efectos en condiciones patoldgicas en el modelo de
administracion i.c.v. de estreptozotocina (STZ). Dicho modelo ha sido descrito en la
bibliografia como capaz de reproducir caracteristicas comportamentales y morfoldgicas
similares a las exhibidas por pacientes diagnosticados con la enfermedad de Alzheimer (Grieb,

2016; Salkovic-Petrisic y cols., 2013).

Los modelos empleados para el estudio de la enfermedad de Alzheimer y otras
patologias asociadas a dificultades cognitivas como la formaciéon de nuevas memorias y su
retencién han sido desafiados en numerosas oportunidades frente a diversas pruebas de
comportamiento y tratamientos farmacoldgicos (Knezovic y cols., 2015; Salkovic-Petrisic y
cols., 2013). Particularmente, el modelo de STZ ha sido de gran uso para definir cuales son los
tipos de memoria que participan en el desempeno de animales de experimentacién en

pruebas comportamentales especificas y en qué condiciones se ven afectadas.

En la presente tesis de Doctorado, uno de los objetivos fue estudiar los efectos del
tratamiento de STZ administrada a una dosis de 3 mg/Kg por viai.c.v. 14 y 30 dias luego de su
administracion en combinacién con un modulador de memoria como es la MCH. El presente
trabajo demostré que 30 dias luego de tratados con STZ, los sujetos experimentales
presentaron un déficit cognitivo reflejado en la incapacidad de discriminar entre el objeto
novedoso y familiar. Dicho patrén fue descrito previamente por Knezovic y cols. (2015), los
cuales describen una curva de deterioro cognitivo con dos fases marcadas: una fase aguda que
se extiende hasta los 3 meses a partir de la administracion de STZ, exhibiendo un rendimiento
de maxima deficiencia en las pruebas comportamentales a los 30 dias post-tratamiento; y una
fase de deterioro crénico progresivo que se manifiesta a partir de los 90 dias y donde
comienzan a aparecer signos morfoldgicos y tisulares como la formacion de placas de B-

amiloide y proteina t hiperfosforilada (Grinblatt y cols., 2007; Knezovic y cols., 2015). Oliveira
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Santos y cols. (2012), evidenciaron las respuestas tisulares al tratamiento realizando ensayos
de inmunomarcado para glia reactiva, marcadores de neurodegeneraciéon y B-amiloide.
Debido a estos cambios morfoldgicos presentados en el modelo de STZ, es comun que los
agentes terapéuticos utilizados para contrarrestar los efectos de este modelo apunten a
combatir la inflamacidn y el estrés oxidativo que colabora con la progresion de la patologia
(Kamat, 2015; Kamat y cols., 2016). Muchos de las afecciones causadas por la administraciéon
i.c.v. de STZ fueron descritas como producto de defectos en el metabolismo de la glucosa en
el SNC, apoyado por antecedentes previos del uso de STZ como una droga utilizada
sistémicamente como modelo intervencionista para la diabetes de tipo | (Griinblatt y cols.,
2007; Knezovic y cols., 2017; Lannert & Hoyer, 1998). Lannert y Hoyer (1998) demostraron
gue animales tratados con STZ i.c.v. presentaron dificultades para retener memorias
obtenidas durante el entrenamiento para las pruebas de esquiva pasiva y holeboard test
(Lannert & Hoyer, 1998). Los animales demostraron tiempos de latencia y desempefio post-
entrenamiento similares al primer dia de cada ensayo, permitiendo evidenciar dificultades en
la adquisicion de experiencia obtenida durante las sesiones de entrenamiento (Ekong vy cols.,

2022).

En el presente trabajo, aquellos animales que recibieron el tratamiento de STZ y fueron
sometidos a la prueba NORT a los 14 y 30 dias tuvieron tiempos de exploracién similares para
ambos objetos (novedoso y familiar), presentando valores de discriminacién cercanos a 0,
pudiendo evidenciar dificultades en la retencién de memorias obtenidas durante el ensayo de
muestra del NORT, 48 horas antes de la retencidn. Dichos resultados se condicen con
observaciones realizadas en estudios previos donde ratones pre-tratados con 3 mg/Kg de STZ
presentaron tiempos de exploracién semejantes para el objeto familiar y novedoso a 14y 21
dias post-tratamiento (Ravelli y cols., 2017). Dicha dosis fue determinada por Mehla y cols.
(2013) como la dosis minima de STZ suficiente para exhibir déficits a nivel cognitivo
apreciables en pruebas de comportamiento como el laberinto acuatico de Morris, test de
esquiva pasiva y LCEm. Dicha dosis fue posteriormente reafirmada por Rai y cols. (2014) como
capaz de ejercer déficits cognitivos durante el laberinto acudtico de Morris (Rai y cols., 2014).
En este Ultimo estudio, esta dosis demostré ser suficiente para ejercer tanto un deterioro
cognitivo como indicadores metabdlicos y celulares de estrés oxidativo ejercido sobre

estructuras moduladoras de la memoria a tan solo 15 dias post-tratamiento con STZ (Rai y
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cols., 2014). Estos descubrimientos no condicen con la descripcion de la fase aguda descrita
de Knezovicy cols. (2015) que tiene lugar a los 30 dias de administrada la STZ (Knezovicy cols.,
2015). Zappa-Villar y cols. (2018) demostraron que ademas de una reduccién en la densidad
de las ramificaciones de los astrocitos presentes en el hipocampo (especificamente en CAly
CA3), el tratamiento de STZ fue capaz de generar tiempos de exploracién similares para objeto
novedoso y familiar en la prueba NORT vy el laberinto de Barnes 25 dias post-tratamiento

(Zappa Villar y cols., 2018).

Es destacable observar que los animales tratados con vehiculo para STZ y MCH por
microbomba fueron capaces de discriminar el objeto novedoso del familiar siendo sometidos
a la prueba NORT con intervalos de 48 horas. Si bien en los estudios de administracién aguda
intra-hipocampal y bilateral de MCH los animales no fueron capaces de discriminar el objeto
novedoso del familiar, es importante remarcar que estos ensayos presentaron diferencias
considerables en cuanto a los tiempos de los ensayos, e intervenciones aplicadas sobre los
animales de experimentaciéon. Como se menciond anteriormente, existe una fase aguda visible
a los 30 dias iniciado el tratamiento con STZ en la que los animales muestran mayores
deficiencias en su desempefio comportamental. Como se pudo observar en nuestros
resultados, a los 14 dias post-administracion de STZ los animales presentaron una tendencia
a la discriminacion del objeto novedoso del familiar. Dicha discriminacién no pudo observarse
a los 30 dias en los grupos controles, acorde a lo descrito por Knezovic y cols. (2015) para los
estudios de esquiva inhibitoria (Knezovic y cols., 2015). Ravelli y cols. (2017) realizaron
experimentos de administracién de STZ a 3 mg/Kg en ratones y realizaron la prueba NORT a
los 7, 14 y 21 dias post-lesidn (Ravelliy cols., 2017). Los autores describieron que hasta los 21
dias post-administracién de STZ, los grupos controles y pre-tratados con STZ no presentaron
diferencias en los tiempos totales de exploracién ni en los tiempos de exploracion del objeto
novedoso respecto al familiar. Es importante destacar que los experimentos realizados por
Ravelli y cols. presentaron diferencias con los realizados en nuestro laboratorio para esta tesis
de doctorado. En primer lugar, los sujetos de experimentacidn utilizados por Ravelli y cols.
fueron ratones mientras que, en este caso, se utilizaron ratas adultas. La otra principal
diferencia es el intervalo inter-ensayo aplicado: mientras que Ravelli y cols. utilizaron

intervalos de 24 horas, en la presente tesis se utilizaron 48 horas. Estudios realizados por
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nuestro equipo de investigacion demostraron a que 15 y 30 dias post-inyeccién de STZ, la
discriminacion entre el ON y el OF por parte de los animales no se ve afectada en la prueba de
NORT (Cabral y cols. (2023), comunicacidon personal). Es importante indicar que el ITI
empleado para estos ensayos es de 24 horas (también empleado por Ravelli y cols. (2017)).
Actualmente existe escasa bibliografia disponible en la que se hayan empleado protocolos
similares a los utilizados para esta tesis. A pesar de dichas diferencias, existe cierta tendencia
en cuanto a las fluctuaciones presentes en el desempeiio de los animales sometidos a la
prueba NORT luego de recibir tratamientos con STZ por via i.c.v. Por tal motivo, es posible
describir cierto paralelismo entre los estudios en los que se utilizé dicha prueba y en los que
el dafio causado por el tratamiento de STZ fue evaluado en otras pruebas comportamentales
como el test de esquiva inhibitoria. Particularmente a los 30 dias post-tratamiento, es posible
detectar diferencias entre los controles y los grupos tratados con STZ, en donde los controles
fueron capaces de discriminar al objeto novedoso del familiar, mientras que los animales

tratados con STZ no pudieron realizarlo.

Respecto a los grupos que recibieron MCH de forma crdnica, detectamos que aquellos
que recibieron vehiculo de STZ y MCH crdnica, presentaron dificultades para discriminar al
objeto novedoso del familiar tanto a los 14 como a los 30 dias de iniciada la administracion de
MCH. En contraste, los grupos pre-tratados con STZ y MCH crénica i.c.v. fueron capaces de
distinguir el objeto novedoso del familiar tanto a los 14 como a los 30 dias presentando
diferencias significativas en los tiempos de exploraciéon de ambos objetos y en la relacién de
discriminacion. Antes de comenzar con la interpretacién de estos resultados es importante
recordar que, a diferencia de los grupos tratados con MCH aguda por via intra-hipocampal, en
los grupos de tratamiento crénico, la MCH fue administrada por via intracerebroventricular
durante 14 dias a un flujo de 4 pg/dia. Por lo tanto, la dosis empleada para este bloque de
experimentos representa una variable importante que podria explicar la diferencia en los

resultados obtenidos entre el tratamiento agudo y crénico.

Diversos estudios han evaluado los efectos de la MCH cuando es administrada de
forma crénica por via intra-cerebral. Estudios previos demostraron que inyecciones repetidas
locales con distintos farmacos solian generar lesiones y aumento de muerte celular en
regiones adyacentes a la punta de la canula y sitio de inyeccién (Mangano & Schwarcz, 1983).

En vista de esto y las dificultades de manipulacién y estrés causado a los sujetos de
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experimentacion por las inyecciones repetidas, estudios posteriores utilizaron como
herramientas de inyeccion las microbombas osmoticas. Esta estrategia garantiza tanto la
estabilidad (tanto en dosis como en integridad estructural) del péptido a administrar como la
liberacidn prolongada por un rango de tiempo especifico reduciendo al minimo los efectos no
deseados sobre los sujetos de experimentacion (Almoshari, 2022; Bakhshi & North, 1995; Jain,
2020). Sabiendo que la MCH es un neuropéptido con conocidos efectos orexigénicos, muchos
autores centraron sus estudios en los efectos de la administracion crénica de dicho
neuropéptido con el objetivo final de evaluar un posible antagonista de los MCHR-1 como
farmaco anti-obesidad (Della-Zuana y cols., 2002; Gomori y cols., 2003). Della-Zuana y cols.
(2002) argumenta que el aumento en la ingesta de alimento y peso corporal de las ratas se
debe a la administracion de MCH exdgena sobre animales knock-out para este neuropéptido.
Por tanto, estos resultados no pueden ser extrapolados a los efectos de la MCH administrada
sobre un sistema endégeno para este neuropéptido alegando que dichos efectos pueden
deberse a la ausencia del neuropéptido en el SNC (Della-Zuana y cols., 2002). Por otra parte,
Gomori y cols. (2003) describen que al administrarla de forma crénica por via i.c.v. en ratones
se observd un aumento en la acumulacién de tejido adiposo e hiperfagia que se mantuvo
durante todo el tratamiento con MCH, a diferencia de otros estudios en los que el aumento
de ingesta de alimento se observé solo hasta el dia 5 de un total de 21 dias de tratamiento
(Gomori y cols., 2003; Ito y cols., 2003; Rossi y cols., 1997). En relacién al control del peso
corporal y la ingesta de alimento, observamos que aquellos animales tratados con MCH
presentaron diferencias significativas en ambos aspectos respecto a los controles. La
presencia del efecto del tratamiento crénico de MCH demuestra que la administracién crénica

de MCH ocurriéo de manera correcta durante los 14 dias de administracion.

Si bien hay escasos estudios que evalten el efecto de un tratamiento crénico con MCH
sobre la memoria, existe numerosa evidencia bibliografica que describe una relacién entre
algunos neuropéptidos y patologias que afectan particularmente a la memoria como es la
enfermedad de Alzheimer. Muchos neuropéptidos han sido descritos como moduladores de
la memoria y presentan efectos evidenciados a través de numerosas pruebas
comportamentales (Borbély y cols., 2013). La MCH en particular ha sido puesta a prueba por
Oh y cols. (2019) como un atenuante del deterioro cognitivo en modelos de Alzheimer donde

se administrd a ratones B-amiloide por via intracerebral (Oh y cols., 2019). En este trabajo, la
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MCH fue administrada de forma crdnica por via intranasal fue capaz de inducir la expresion
de factores neurotréficos beneficiosos para la memoria, reducir los efectos neurotéxicos en
el hipocampo provocados por la administraciéon de B-amiloide, y la estimulacién de
fendmenos de LTP en el hipocampo (Oh y cols., 2019). Este estudio presenta evidencias
contundentes de fendmenos inducidos por la MCH capaces de contrarrestar los defectos a
nivel cognitivo presentes en modelos pre-clinicos de la enfermedad de Alzheimer. En otros
estudios, la MCH y otros neuropéptidos han demostrado ser participes de la modulacién de la
memoria, por lo que podrian discutirse como factores capaces de intervenir en el progreso del
deterioro cognitivo. Muchos sintomas que se presentan en la enfermedad de Alzheimer como
trastornos del suefio y la depresidn, se han asociado a disfunciones de nucleos hipotaldmicos
gue son a su vez, centros de sintesis de neuropéptidos vinculados a dichas funciones
(Dauvilliers, 2021; Liguori y cols., 2017, 2014). La MCH ha sido descrita en numerosas
oportunidades como un modulador de las funciones descritas anteriormente (Lagos y cols.,
2011a; Torterolo y cols., 2011; Urbanavicius y cols., 2014). Incluso Schmidt y cols. (2013)
presentaron evidencia de una disminucién en la concentracion de MCH en el LCR de pacientes
con EA, sugiriendo que el sistema MCHérgico se encuentra afectado en dicha patologia
(Schmidt y cols., 2013). Otros autores afirman que estos niveles bajos de MCH pueden ser
consecuencia de una disminucién en la expresién de los MCHR-1, lo cual lleva a una ausencia
en la autorregulacion de las neuronas MCHérgicas, estimulando su liberacién para

posteriormente ser inhibida por procesos de feedback negativo (Adamantidis y cols., 2005).

También se ha discutido ampliamente sobre la correlacién existente entre trastornos
del sueno y la EA. Se sabe actualmente que durante la fase de suefio REM el flujo de LCR a
nivel encefdlico colabora con la limpieza y remocion de B-amiloide y proteina Tt-
hiperfosforilada acumulada en el cerebro durante la vigilia y que dichos agregados proteicos
en el tejido podrian interferir con la comunicacién neuronal (Dauvilliers, 2021). También se ha
descrito que existe una pérdida asociada a la edad de neuronas MCHérgicas y orexigénicas en
el LHA que podria tener como consecuencia la desregulacidon del ciclo sueno-vigilia y

trastornos de memoria (Kessler y cols., 2011).

Numerosos neuropéptidos no solo han sido descritos como participes en la
modulacion de la memoria y el aprendizaje, sino también como agentes neuroprotectores

capaces de atenuar los distintos procesos patoldgicos de la EA (Chen y cols., 2019; Maletinska
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y cols., 2019). Por ejemplo, la ghrelina es descrita en la bibliografia como un neuropéptido
capaz de atenuar los defectos generados por la acumulacién de placas de B-amiloide sobre la
neurogénesis hipocampal, la disminuciéon del LTP y, por lo tanto, también es capaz de reducir
las afecciones a nivel cognitivo en ratones (Santos y cols., 2017). Por otro lado, el neuropéptido
Y (NPY) ha sido reportado como capaz de combatir el estrés oxidativo generado por la
acumulacién de placas de B-amiloide en ratones asi como también estimular la liberacién de
NGF y BDNF en ratones y en cultivo de neuronas corticales primarias, respectivamente (Croce

y cols., 2013; dos Santos y cols., 2013).

Si bien hay pocos estudios sobre efectos neuroprotectores de la MCH, también ha sido
reportada como una molécula con propiedades neuroprotectoras en otros modelos de
patologias (Oh y cols., 2019; Park y cols., 2017). En un modelo de Parkinson inducido por
administracion crénica de MPTP, la MCH se administrd a ratones por via intranasal previo a la
inyeccion de MPTP. Los autores observaron que dicho tratamiento fue capaz de mejorar tanto
la memoria como la interaccion social, ingesta de alimento y movimiento en los animales con
signos caracteristicos de la enfermedad de Parkinson. Estos efectos se revirtieron en animales
gue recibieron antagonistas para el receptor MCHR-1. No solo se observaron las mejoras
mencionadas a nivel funcional sino también se evidencié en neuronas dopaminérgicas la
activacion de cascadas de seializacion intracelular como la MAPK-ERK, entre otras vias
asociadas a mecanismos de defensa contra diversas neurotoxinas. Este estudio pone en
evidencia que la interaccién de la MCH con su receptor, es capaz de activar mecanismos a

nivel celular con un perfil neuroprotector para neuronas dopaminérgicas (Park y cols., 2017).

La participacion de los neuropéptidos en la modulacion de la memoria y otras
funciones relacionadas a esta, abre puertas para considerar a la MCH como un factor
influyente en dichos mecanismos protectores ante un caso de patologia como la EA. Si no es
por accién directa de la MCH, ya se ha descrito la asociacidn que existe entre dicho
neuropéptido y la liberacién de factores neurotréficos como el BDNF. Si bien, los resultados
de la administracidn créonica de MCH por via i.c.v. demostraron en nuestro caso generar un
efecto amnésico en las ratas, el patréon observado en ratas pre-tratadas con STZ pareceria
favorecer la formacién de memorias y su retencién ya que los animales de estos grupos fueron
capaces de discriminar de forma significativa el objeto novedoso del familiar, reflejandose en

tiempos de exploracidn significativamente mayores para el objeto novedoso en comparacién
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con el familiar. Esta observacién podria ser consecuencia de distintos frentes de accion de la
MCH. Uno de los neuropéptidos reportados como agente neuroprotector fue el NPY. Las
neuronas productoras de dicho neuropéptido se ubican en el nucleo arcuato (Arc), el cual
proyecta fibras neuronales a numerosas estructuras entre las que se encuentra el LHA (Diniz
y cols., 2017). Estas fibras fueron descritas por van del Pol (2004) como inhibitorias para las
neuronas MCHérgicas y, por lo tanto, también capaz de inhibir la liberacidon de glutamato y
GABA (Van Den Pol y cols., 2004). Se sabe que existe inervacion reciproca entre el LHA y Arc.
Esto fue evidenciado tras inyecciones de MCH en Arc, tras las cuales se observé un aumento
en la ingesta de alimento (funcidn regulada positivamente por el NPY) (Abbott y cols., 2003).
Este vinculo funcional y estructural entre la MCH y NPY fue reportado previamente por Abbot
y cols. (2003) y anteriormente por Tritos y cols. (1998) como un mecanismo de feedback
negativo que impide una estimulacion excesiva del sistema orexinérgico tras una liberacion
sin moderacion de la MCH. En este caso, la activacién de neuronas MCHérgicas, estimularia la
liberacion de NPY la cual podria regular la liberacién de MCH. Considerando que en base a
previos reportes se ha detectado una disminuciéon de MCH en LCR de pacientes con Alzheimer
y de su receptor a nivel del hipocampo, las observaciones realizadas sobre el poder de
discriminacion de los animales pre-tratados con STZ y MCH crdénica podrian deberse a que el
tratamiento crénico fue aplicado sobre un hipocampo con niveles deficientes de MCH, por lo
que la administracidon exégena de MCH podria no solo estar actuando como repuesto para la
MCH ya faltante sino también como un estimulante de la liberacién de factores neurotréficos
como el BDNF y otros neuropéptidos como el NPY (Calafate y cols., 2023). Sumado a estos
agentes, es posible que la MCH también participe como un activador de cascadas de
sefializacion que activen procesos de neuroproteccién como los descritos por Oh vy cols.
(2019), fendmeno por el cual los dafios causados por el tratamiento de STZ resulten atenuados
e impida que se exhiban los patrones comportamentales observados en los grupos
experimentales pre-tratados con STZ y vehiculo de MCH (Oh y cols., 2019; Park y cols., 2017).
Si bien se discute en la bibliografia sobre si la MCH es un agente con efectos amnésicos, los
resultados obtenidos por nosotros para la prueba NORT apuntarian a que este neuropéptido,
en una administracion cronica, podria estar amortiguando los dafos sobre la memoria que se
estarian produciendo en el cerebro de los animales del modelo de EA basado en la
administracion de STZ i.c.v. Nuestros experimentos de administracién local intra-hipocampal

muestran que la MCH produce efectos amnésicos, lo cual resulta sumamente interesante.
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Los grupos pre-tratados con MCH via microbombas presentaron un patrén amnésico
en relacion al desempefiio general del grupo experimental control. Este patréon se condice con
resultados obtenidos con la administracién aguda intra-hipocampal mostrados en la primera
parte de la tesis, y en bibliografia en la que se presenta a la MCH como un factor favorable
para los procesos de “olvido” que pueden darse por ejemplo durante el suefio REM (lzawa y
cols., 2019). Si bien los sitios de inyeccidn para el tratamiento agudo y crénico fueron distintos,
y a pesar de que las distintas vias podrian influir sobre la integridad de la MCH camino a sus
blancos celulares, los efectos observados en el NORT fueron similares tanto en el tratamiento
agudo como en el crénico. Es importante también destacar que luego de finalizado el
tratamiento crénico con MCH, y extraidas las microbombas, dichos animales mostraron un
efecto similar tanto a los 14 dias de tratamiento, como a los 30 dias. Esto podria aportar
evidencia preliminar de que el tratamiento crénico fue capaz de generar efectos a largo plazo
en estructuras del SNCy en particular en el hipocampo. Se ha descrito que los fendmenos de
neurogénesis se mantienen a nivel hipocampal en pacientes con EA pero no a niveles
suficientes como para contrarrestar los estragos causados por dicha patologia (Tobin y cols.,
2019). También se ha reportado sobre la participacién de ciertos neuropéptidos como el NPY
sobre procesos de neurogénesis capaces de influir sobre la memoria y el aprendizaje asi como
otros procesos estimulantes de la liberacién de BDNF en el hipocampo (Silva-Pefia y cols.,
2019; Zaben & Gray, 2013). Sabiendo los vinculos que existen entre el NPY y el BDNF, la MCH
podria estar participando de forma directa o indirecta en la induccién de estos procesos. En
base a otros estudios con administracidon créonica de MCH, entre otros farmacos, se destaca la
ausencia de efectos no deseados que podrian generarse tras la administracién del
neuropéptido y posterior distribucién a otras estructuras del encéfalo tras su transporte por
el flujo de LCR. Es importante mencionar tal detalle dado que, en estudios anteriores de
nuestro equipo de trabajo, se pudo evidenciar mediante el uso de MCH conjugada al
fluorocromo rodamina, que los farmacos administrados por via i.c.v. son capaces de
distribuirse ampliamente y de manera difusa por numerosas estructuras del encéfalo (Devera
y cols., 2015; Ruiz-Viroga y cols., 2021). Sumado a esto, se sabe que la eficacia de difusion de
dicha droga disminuye con la distancia entre el sitio de inyeccién y estructuras de interés para
el tratamiento farmacoldgico (Banks, 2011; Fenstermacher & Kaye, 1988; Sykova & Nicholson,
2008). Por tal motivo, es valido inferir que la concentracién de MCH capaz de alcanzar y ser

asimilada por el hipocampo no sea suficiente para saturar el sistema MCHérgico que inerva
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tal estructura, provocando su desensibilizacion (Bulat & Klarica, 2011). Se puede agregar que
ademas hay que contar con variables como el flujo de LCR diario a nivel ventricular, su tasa de
produccidn, etc. (Bulat & Klarica, 2011; Proescholdt y cols., 1999). Por lo tanto, es probable
que la MCH administrada de forma crénica i.c.v., ademas de alcanzar sus sitios blancos,

también es removida por el sistema y posteriormente degradada.

En suma, estos resultados en conjunto permiten concluir que la administracién crénica
de MCH es capaz de reducir los dafios causados por el tratamiento con STZ, reflejado en
efectos pro-cognitivos cuando la MCH se aplica en condiciones patoldgicas, mientras que en
condiciones fisiolégicas presenta un efecto amnésico. Futuros estudios se requieren para
determinar a través de cuales vias la MCH podria estar no solo colaborando con contrarrestar
los efectos téxicos de la STZ, sino también induciendo efectos mantenidos a largo plazo incluso

una vez finalizado el tratamiento crénico.
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8. CONCLUSIONES

Basado en los resultados descritos en la presente Tesis de Doctorado, podemos concluir que:

° El tratamiento intra-hipocampal agudo con MCH en ratas, presenta un efecto dosis-

dependiente sobre el desempeiio de los animales en las pruebas NORT y LCEm.

° El tratamiento intra-hipocampal agudo con 25 ng de MCH en ratas demostro ejercer
un efecto beneficioso sobre la discriminacion del objeto novedoso y familiar de parte de las

ratas, sugiriendo un posible efecto pro-cognitivo de dicho tratamiento.

° De las cantidades de MCH empleadas en este trabajo, cuando se administra a 200 y
500 ng, los efectos de dicho neuropéptido son de cardcter pro-amnésico, dificultando el

desempeiio de los animales en ambas pruebas de comportamiento (NORT y LCEm).

° Los efectos amnésicos observados para cantidades altas son bloqueados cuando los
animales son pre-tratados con un antagonista del MCHR-1, lo cual sugiere que dichos efectos

son dependientes de la interaccion entre MCH y su receptor.

° Los efectos pro-amnésicos observados podrian deberse, no a una disminucion en la
expresion de genes asociados a receptores glutamatérgicos sino a una disminucion en la
expresion hipocampal del receptor TrkB, indicando una posible influencia de la MCH sobre los

mecanismos de modulacion cognitiva del factor neurotrofico BDNF.

° El tratamiento cronico con MICH por via i.c.v. fue capaz de inducir efectos pro-amnésicos

al igual que para el tratamiento agudo.

° El tratamiento cronico de MCH sobre animales pre-tratados con STZ demostré una

mejora en el desempeiio de los animales en la prueba NORT.
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9.

PERSPECTIVAS

Sabiendo que la formacién de memorias es un proceso complejo y prolongado
en el tiempo, la administracién de MCH en distintas etapas de dicho proceso
podria brindar mas respuestas sobre la participacion de este neuropéptido en
dicha funcion cognitiva.

En vista de lo observado para el grupo experimental tratado con 25 ng de MCH,
estudiar la expresion de los genes y proteinas asociadas a procesos formacion
de la memoria podria poner en evidencia si efectivamente dicho tratamiento
es capaz de favorecer un efecto pro-cognitivo, reforzando la teoria de que los
efectos de la MCH sobre la memoria son dependientes de la dosis
administrada.

Respecto al tratamiento créonico con MCH, estudiar los efectos de éste sobre el
modelo de administracion de STZ empleando tiempos mayores post-STZ con el
fin de observar sus efectos a nivel tisular y celular. Esto también permitiria
evaluar posibles efectos duraderos del tratamiento con MCH crdnica.

Estudiar los efectos de la MCH crdénica sobre la expresidén génica y niveles
proteicos de moléculas clave para la formacidn de memorias a nivel del

hipocampo, como el BDNF y su receptor TrkB, entro otros.
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Fig. S1. Curvas de fluorescencia relativa en funcion del nimero de ciclos de la qPCR. El ciclado para las PCRs es
de 1) 1 ciclo de 2 minutos a 50°C; 2) 1 ciclo de 10 minutos a 95°C; 3) 43 ciclos de 10 segundos a 95°C y 1 minuto
a 60°C.
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Fig. S2. Variacion de la ingesta de alimento durante y luego de tratamiento créonico con MCH. Cada punto
representa la media del estimado de ingesta de alimento por rata de cada grupo experimental para cada dia

post-tratamiento.
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