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“Who cares what philosophers say about the differences between psychology and

neuroscience, or reductionism in general? We are scientists, not philosophers!” The
answer to this is simple: there is no escape from philosophy.
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ABREVIATURAS

AAV: vector viral adenoasociado

AgRP: péptido relacionado a Agouti

AHL: drea hipotaldamica lateral

AHLECP: células que expresan eGFP en el AHL

AHLCMSR: células que expresan GHSR en el AHL

ARC: nucleo arcuato

ARCNPY: neuronas del ntcleo arcuato que expresan el neuropéptido Y
ARNm: acido ribonucleico mensajero

AVT: area ventral tegmental

CART: transcripto regulado por anfetamina y cocaina

DACG: dieta con alto contenido graso

DAT: transportador activo de dopamina

DBSCAN: agrupamiento espacial de aplicaciones con ruido basado en densidad
DMH: hipotalamo dorsomedial

eGFP: proteina verde fluorescente de Aequorea victoria

F-ghrelina: versidn fluorescente de la ghrelina

F-LEAP2: version fluorescente del péptido antimicrobiano 2 liberado por el higado
fx: férnix

Gad2: glutamato descarboxilasa 2

GHSR: receptor de secretagogos de la hormona de crecimiento
hrGFP: proteina verde fluorescente humanizada de Renilla reniformis
ICV: intra-cerebro-ventricular

IP: intraperitoneal

ISHH: histoquimica de hibridacion in situ

LCR: liquido cefalorraquideo

LCRa: liquido cefalorraquideo artificial

LEAP2: péptido antimicrobiano 2 liberado por el higado

MCH: hormona concentradora de melanocitos

NAcb: nucleo accumbens



nNOS: 6xido nitrico sintasa neuronal

NPY: neuropéptido Y

PBS: buffer fosfato-salina

SC: subcutaneo

TBC: cassette de bloqueo de la transcripcién
TH: tirosina hidroxilasa

TRH: hormona liberadora de tirotropina
u.a.: unidades arbitrarias

VMH: hipotalamo ventromedial

WT: wild type
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RESUMEN

El control del consumo de alimentos involucra a multiples regiones del encéfalo. Estas regiones
son sensibles a la actividad de receptores que modulen su actividad y que consecuentemente
evoquen cambios en la conducta alimenticia. Dentro de los receptores mas importantes en dicha
modulacion se encuentra el receptor de secretagogos de la hormona de crecimiento (GHSR del
inglés para growth hormone secretagogue receptor). GHSR se expresa en diversas regiones del
encéfalo incluyendo el drea hipotalamica lateral (AHL), una regién clave en la modulacién del
balance energético y la motivacién para obtener alimentos. GHSR posee dos ligandos endégenos
conocidos: ghrelina y LEAP2 (del inglés para liver-expressed antimicrobial peptide 2). Ambas
hormonas gastrointestinales poseen funciones antagénicas dado que la ghrelina aumenta el
consumo de alimentos mientras que el LEAP2 lo disminuye. Dada la relevancia que tienen tanto
GHSR como el AHL en la modulacién del balance energético, en este Trabajo de Tesis decidimos
estudiar aspectos neuroanatémicos y funcionales de las neuronas que expresan GHSR en el AHL
(AHL®HSR), asi como la respuesta a sus ligandos enddgenos ghrelina y LEAP2. En un principio
hicimos uso de un modelo murino que nos permitié visualizar las neuronas AHLCHSR y
determinamos que estas neuronas se distribuyen a lo largo de todo el eje anteroposterior del
AHL sin presentar agrupamientos diferenciales. A su vez, observamos que una subpoblacién de
las AHLS"SR expresa el neuropéptido neurotensina y otra subpoblacién expresa el marcador
nNOS. Posteriormente observamos que la accién directa de la ghrelina sobre las neuronas

AHLCHSR de ratones induce el consumo de alimento a través de la activacién de las neuronas de

orexina del AHL (AHL°™®"3) y de las neuronas AgRP/NPY del ntcleo arcuato (ARCNPY), siendo
ambas poblaciones neuronales claves en la modulacién del apetito. No obstante, observamos
que la ghrelina no accede al AHL, aunque su administracion directa en el liquido cefalorraquideo
induce la activacion de poblaciones neuronales dentro del AHL, indicando asi que esta hormona
podria actuar de manera indirecta sobre esta region a través de otros nucleos sensibles a la
hormona. Luego, observamos que el otro ligando endégeno de GHSR, LEAP2, tampoco accede
al AHL y no induce su activacién al ser administrado en el liquido cefalorraquideo de ratones.

LGHSR

Finalmente, evaluamos el rol funcional de las neuronas AH sin la administracién exdgena

de ninguno de sus ligandos y observamos que modulan positivamente el consumo de alimentos

LGHSR regulan

apetecibles. Asi, nuestros resultados nos permiten proponer que las neuronas AH
el consumo de alimentos en ratones, aunque no censen sus ligandos enddgenos. Esta regulacion
podria suceder a través del circuito neuronal AHLCHSR>AHLO®>ARCNPY. Por ultimo, es

importante destacar que todos los resultados de este trabajo de Tesis fueron obtenidos usando
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ratones como modelo experimental. En nuestro conocimiento, los estudios previos de las

LSHSR se realizaron en ratas siendo este trabajo de Tesis el primero en usar ratones

neuronas AH
para estudiar estas células. A su vez, el uso de ratones genéticamente modificados fue de gran
relevancia en este trabajo y permitié investigar con mayor detalle el sistema

ghrelina/LEAP2/GHSR en el AHL.

ABSTRACT

The modulation of food intake involves many brain regions. These regions are sensitive to
membrane receptors that modify their activity and induces changes in the organism’s
behaviour. Growth hormone secretagogue receptor (GHSR) is a receptor that expresses in key
brain regions that modulate food intake including the lateral hypothalamic area (LHA) a brain
region involved in energy balance and motivated behaviour. GHSR has two endogenous ligands:
ghrelin and liver expressed and antimicrobial peptide 2 (LEAP2). Both are gastrointestinal
hormones that have opposite functions: ghrelin induces while LEAP2 decreases food intake. As
both GHSR and LHA have key roles in energy balance, in this Thesis we studied neuroanatomical
and functional aspects of GHSR-expressing LHA neurons (LHA®HSR neurons) and their response

AS"SR neurons and found that

to ghrelinand LEAP2. We used transgenic mice models to study LH
they are homogeneously distributed throughout the entire nucleus. Also, we found that some
LHA®HSR neurons express neurotensin and another LHA®HSR neurons express nNOS. After that,
we found that ghrelin injection into the mice LHA induces food intake through orexin neurons
in the LHA (LHA°™®" neurons) and agouti related protein/neuropeptide Y (AgRP/NPY) neurons

CNPY neurons), both key neuronal populations in the energy balance.

in the arcuate nucleus (AR
Of note, we found that ghrelin cannot access the LHA but enhance LHA neuronal activation. This
indicate that ghrelin could act on the LHA indirectly through other nuclei that sense the
hormone. In the same way, we found that LEAP2 cannot access the LHA and that dos not
enhance its activation when injected ICV. Afterwards, we studied the LHA®"R neurons in mice
without any ligand injection and found that these neurons modulate high fat diet intake.
Therefore, our results indicate that LHA®HR neurons modulate food intake in mice, although
they do not cense plasma ghrelin or LEAP2. This modulation could be through
LHASHSRS | HAC"®*5 ARCNPY heuronal pathway. Finally, all the results in this Thesis were obtained

AGHSR

using mice as an experimental model. In our knowledge, previous studies of LH neurons
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were made using rats. Therefore, this Thesis may be the first one using mice models to study
these neurons. Also, the use of genetic modified mice models was extremely relevant for this

Thesis and allowed to investigate in deeper detail the ghrelin/LEAP2/GHSR system in the LHA.
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INTRODUCCION

Los mecanismos neurobioldgicos que modulan el consumo de alimentos en los animales son
muy variados e incluyen diversas regiones del encéfalo. Estas zonas del encéfalo estan
fuertemente reguladas por sefiales periféricas, como hormonas, que ajustan la actividad de las
neuronas que las componen. Esta combinacion de diferentes poblaciones neuronales, hormonas
y sus receptores produce multiples respuestas bioldgicas que van desde la activacién de una via
neuronal hasta la ejecucion de una conducta. Entender cdmo se relacionan estos actores entre
si y en qué grado determinan la conducta alimenticia es de gran importancia en el contexto
actual, en donde los trastornos vinculados a la alimentacién constituyen un problema de salud

creciente tanto en el contexto local como en el mundial.

Entre las sefiales periféricas que modulan la actividad de neuronas en el encéfalo se destacan la
ghrelina y el LEAP2. Ambas son hormonas secretadas por distintas regiones del tracto
gastrointestinal y actian sobre el sistema nervioso modulando el balance energético de manera
antagénica. La ghrelina estimula la secrecion de hormona de crecimiento y es la principal
hormona conocida que induce el consumo de alimento. Por el contrario, LEAP2 actua
reduciendo tanto la secrecion de GH como el consumo de alimento. Curiosamente, ambas
hormonas ejercen sus efectos antagdnicos a través de un mismo receptor: GHSR. Este es un
receptor acoplado a proteina G que se expresa principalmente en el encéfalo y que posee una
gran actividad independiente de ligandos, ampliando aun mas el repertorio de efectos

fisioldgicos posibles de este sistema ligandos/receptor.

La modulacidn del consumo de alimentos a través de la accién de la ghrelina en ciertas regiones
del encéfalo ha sido ampliamente caracterizada en el pasado. El nucleo arcuato (ARC) del
hipotdlamo y el drea ventral tegmental (AVT) del mesencéfalo son dos regiones claves en la
modulacion del consumo de alimentos. Por un lado, el ARC regula aspectos homeostaticos del
apetito, es decir aquellos comportamientos vinculados a satisfacer la necesidad caldrica,
mientras el AVT regula aspectos heddnicos del apetito, es decir aquellos comportamientos
vinculados con las propiedades recompensantes de los alimentos. Tanto en el ARC como en el
AVT hay expresion de GHSR y la unién de ghrelina en estos nucleos produce, entre otras cosas,

el aumento del consumo de alimentos.

Otro actor clave en la modulacién del consumo de alimentos y el balance energético es el area
hipotaldmica lateral (AHL). Esta region perteneciente al hipotalamo mantiene aferencias y

eferencias con una gran parte del encéfalo, incluyendo al ARC y el AVT. Estas conexiones con

14



ambos nucleos sitian al AHL como una regidon que modula tanto aspectos homeostaticos como
heddnicos del apetito. El AHL juega un papel sumamente relevante no solo en la modulacién del
consumo de alimentos, sino también en la regulacién de las conductas motivacionales y de la
homeostasis energética en general. El AHL produce, libera y censa una gran cantidad de
neuropéptidos y neurotransmisores. Esta caracteristica lo hace especialmente atractivo al
momento de estudiar el balance energético ya que lo en un centro integrador de la informacién
metabdlica, desde el cual luego se coordinardn respuestas conductuales complejas. La relacién
entre GHSR y el hipotdlamo ha sido extensamente estudiada, aunque se conoce
sorprendentemente poco acerca del rol que posee este receptor y sus ligandos en la fisiologia
del AHL. Es asi que en este trabajo de Tesis es de especial interés estudiar los aspectos

neuroanatémicos y fisioldgicos que tiene la expresidon de GHSR en el AHL.

1. Ghrelina, LEAP2, y su receptor GHSR

1.1. Ghrelina

La ghrelina es una hormona peptidica producida por el fundus del estémago que regula diversas
funciones y actua principalmente en el sistema nervioso central. La ghrelina estd compuesta por
28 aminoacidos, esterificada en su tercer residuo con un 3acido octanoico [1, 2]. Ademas, los
primeros 9 aminodacidos N-terminales incluyendo el dcido octanoico son claves para la correcta
unién de la hormona a su receptor y estan altamente conservados en la mayoria de los

vertebrados [3, 4].

La ghrelina se sintetiza principalmente en un grupo de células enddcrinas ubicadas dentro de
glandulas oxiniticas en el fundus del estdmago. En los roedores estas células se denominan de
tipo X/A. La ghrelina también se produce en menor medida en otros érganos como el duodeno,
el yeyuno ileon, el colon, el pancreas y el rifién [2, 6, 7]. Primero se sintetiza como un péptido
de 117 aminoacidos, la preproghrelina, la cual se cliva formando un péptido de 94 aminodcidos
Ilamado proghrelina. Luego, la proghrelina se esterifica en la Ser3 con un grupo n-octanoilo a
través de la accion de una transferasa presente en el reticulo endopldasmico llamada ghrelina-O-
aciltransferasa (GOAT por sus siglas en inglés) del grupo de las transferasas de unién a
membrana (MBOAT por sus siglas en inglés) [8-10]. Esta enzima usa, en parte, acidos grasos
provenientes de la dieta para realizar la esterificacién [11]. Una vez octanoilada, la proghrelina
de 94 aminoacidos es clivada nuevamente en el complejo de Golgi por la prohormona

convertasa 1/3 (PC 1/3) hasta obtener un péptido de 28 aminodcidos en su extremo N-terminal,
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la ghrelina, y obestatina en su extremo C-terminal [12, 13]. La esterificacién de la ghrelina con
un acido octanoico es esencial para su unién al receptor, lo que permite la correcta bioactividad
de la hormona.

La ghrelina también presenta en plasma una forma no octanoilada llamada desacil-ghrelina [14]
la cual se encuentra en mayor proporcion que la ghrelina acilada [15]. La desacil-ghrelina no se
une al receptor de ghrelina aunque si accede al nucleo arcuato del hipotdlamo [16] y es adn
controversial si posee efectos bioldgicos, por lo que se precisan estudios especificos para
conocer su relevancia fisioldgica.

Los niveles plasmaticos de ghrelina dependen mayormente del status energético del organismo.
Estos niveles aumentan en situaciones de balance energético negativo, como el ayuno o la
restriccion caldrica, y bajan luego de la realimentacién tanto en roedores como en humanos
[17-19].

Los niveles plasmaticos de ghrelina aumentan previo al consumo de alimentos y bajan luego de
la ingesta tanto en roedores como en humanos, indicando un posible rol de la hormona en iniciar
comportamientos alimentarios [20-22]. Los niveles plasmaticos de ghrelina se reducen luego
del consumo de hidratos de carbono, proteinas o lipidos, aunque en menor medida ante estos
ultimos [23]. Esta inhibiciéon se da probablemente por sefiales gastrointestinales que son
reclutadas por los macronutrientes que llegan al estomago [23]. También la inervacidn
colinérgica y la B-adrenérgica sobre las células productoras de ghrelina, estimulan su liberacion
tanto en humanos como en roedores [24, 25]

Existe una correlacién negativa entre los niveles plasmaticos de ghrelinay el grado de adiposidad
en humanos, por lo que la ghrelina en plasma disminuye en personas con obesidad y en roedores
con obesidad inducida por la dieta [26—29] mientras que es alta en pacientes con caquexia,
anorexia nerviosa y bulimia nerviosa [30-34].

Es interesante destacar que la ghrelina no se produce en el encéfalo, de manera que la hormona
llega al sistema nervioso central Unicamente a través de la circulacién periférica [35]. Sin
embargo, una vez que la ghrelina ingresa al encéfalo su accesibilidad a los nucleos cerebrales es
restringida [36]. Entre las regiones a las cuales ghrelina accede se encuentran aquellas con

capilares fenestrados, como el ARC, el drea postrema (AP), la eminencia media (EM) y los plexos

coroideos; y regiones como el nucleo paraventricular del hipotdlamo (PVN), el AVT, el nucleo del

tracto solitario y el hipocampo [36].
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1.2. LEAP2

Recientemente se identificd un segundo ligando endégeno de GHSR, el LEAP2 (por sus siglas en
inglés para Liver-expressed Antimicrobial Peptide 2), un péptido gastrointestinal al cual
anteriormente se le asignd una funcién antimicrobiana. LEAP2 se identificd por primera vez en
el 2003 en plasma humano y debido a su alto grado de conservacion y homologia molecular con
otros péptidos se postula que posee funciones antimicrobianas, aunque cuando es probado en
concentraciones plasmaticas normales presenta bajas propiedades antibacterianas y
antifungicas [37]. LEAP2 es primero sintetizado como un pro-péptido de 77 residuos y luego
modificado a un péptido de 40 residuos con dos puentes disulfuro [37]. En su forma madura es
producida por varios tejidos del sistema gastrointestinal, principalmente el higado y el yeyuno,
y en menor medida el duodeno, el ileon, los rifiones y el estdmago [38—40].

En el afio 2018 Ge y colaboradores estudiaron los efectos metabdlicos que una gastrectomia
vertical tenia en roedores. En el estémago de estos animales, se identificaron altos niveles de
ARNm de LEAP2, y bajos niveles en el duodeno. Al evaluar el posible efecto de unién de LEAP2
sobre una gran cantidad de receptores acoplados a proteina G (GPCR de sus siglas en inglés para
G-protein coupled receptors), identificaron que LEAP2 inhibia a GHSR en células en cultivo. En el
mismo sentido, LEAP2 inhibe el consumo de alimento y la liberacion de GH evocados por
ghrelina, en sistemas in-vivo [38]. Incluso, durante una restriccion caldrica al 40%, la
administracién crénica de LEAP2 inhibe el eje ghrelina-GH en roedores e imposibilita la
supervivencia a largo plazo, lo que indica un rol clave de LEAP2 en la modulaciéon de GHSR sobre
el metabolismo de glucosa [38]. La concentracion de LEAP2 en plasma varia segun el estado
metabdlico del organismo, de forma inversa a las concentraciones de ghrelina. Durante un
balance metabdlico negativo, como ayuno o restriccién caldrica, los niveles plasmaticos de
LEAP2 disminuyen, mientras que aumentan en un balance metabdlico positivo, junto con la
masa corporal y los niveles plasmaticos de glucosa [38, 41-43].

Al momento del desarrollo de este trabajo de Tesis, se desconoce si los efectos anorexigénicos
de LEAP2 son especificos de su unién a GHSR. Inyecciones intra-cerebro-ventriculares (ICV) de
LEAP2 en roedores inhiben los efectos de ghrelina sobre el consumo de alimentos, la induccion
de c-Fos en el hipotdlamo y el aumento en los niveles plasmaticos de glucosa; mientras que no
afectan el consumo de alimento mediado por NPY o la reduccién de la temperatura corporal
mediada por desacil-ghrelina [42]. También LEAP2 administrado ICV inhibe efectos heddnicos
de GHSR sobre el apetito, como el consumo de dieta alta en grasa en un protocolo de atracén
[44].

Hasta el momento la evidencia indica que LEAP2 actuaria tanto como antagonista como
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agonista inverso de GHSR. LEAP2 se une a GHSR a través de su extremo N-terminal de manera

competitiva inhibiendo la actividad constitutiva del receptor [45, 46].

1.3. El receptor de ghrelina y LEAP2: GHSR

La ghrelina y LEAP2 tienen como unico receptor conocido a GHSR, el cual se expresa
principalmente en la hipdfisis y en nucleos del hipotalamo [47]. GHSR es un receptor acoplado
a proteina G (GPCR, de sus siglas en inglés para G-protein coupled receptor) de 7 dominios
transmembrana, con el extremo N-terminal ubicado del lado externo de la membrana y el
extremo C-terminal del lado interno [47, 48]. La proteina humana del GHSR contiene 366
aminodcidos y esta muy conservada evolutivamente [4, 49]. El gen para GHSR codifica dos
transcritos GHSR-1a y GHSR-1b por empalme alternativo, siendo GHSR1a el Unico que tiene

capacidad de unir y responder a ghrelina [50].

GHSR modula diversas funciones como la secrecién de la hormona de crecimiento y la
regulacion del consumo de alimentos, la homeostasis de la glucosa y la adiposidad. Las vias de
sefializacion intracelular por la cual GHSR media estas funciones son diversas e incluyen la

activacion de Gg, Gi/o Y G12/13, siendo Gq el mecanismo canénico [50-52]. GHSR también puede

reclutar la via de las B-arrestinas las cuales desensibilizan al receptor en la membrana por medio

de su internalizacion celular [51].

Algunos GPCR poseen actividad que es independiente de la unién de sus ligandos. Un tipo de
actividad independiente de ligando es la actividad constitutiva en la cual el receptor sefializa y
estabiliza su conformacién en ausencia de su ligando. Esto ocurre en GHSR, el cual posee una
actividad constitutiva muy alta, alrededor del 50% de la actividad maxima cuando es estudiada
in-vitro [48, 51, 53]. Si bien se conoce poco acerca de la relevancia fisioldgica de la actividad
constitutiva de GHSR, Pantel y colaboradores en el 2006 reportaron una mutacion puntual en
el gen de GHSR, que reduce esta actividad y que se vincula con un fenotipo de baja estatura en
humanos [54]. En roedores esta misma mutacién produce un menor tamafo corporal y

reduccion en la liberacion de hormona de crecimiento [55].

Otra manera en la cual GHSR modifica su actividad de manera independiente de sus ligandos, es
a través de la modulacidn alostérica de otros GPCR con los que heterodimeriza. Trabajos previos
estudiaron modulaciones alostéricas de GHSR con el receptor 1 y el receptor 2 de dopamina

(D1R y D2R respectivamente) [56-59], el receptor de serotonina 2C [60] y con el receptor 1 de
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orexina [61]. Incluso, la accién de ligandos sobre GHSR puede afectar estas modulaciones
alostéricas. En este sentido, se ha reportado en sistemas in vitro que LEAP2 disminuye la

inhibicion alostérica de GHSR al D2R [62].

Es importante resaltar que la actividad independiente de ligandos de GHSR parece ser relevante
para entender la funcidn de este receptor en regiones del encéfalo donde ghrelina no accede

[63].

GHSR se expresa en diversas regiones del cuerpo, tanto a nivel central como periférico. Sin
embargo los mayores niveles de expresidon del receptor se encuentran en el encéfalo, en
particular en el hipotdlamo y el tallo cerebral [64, 65]. En el tallo cerebral GHSR se encuentra en
el AVT, el area postrema (AP) y el nucleo del tracto solitario (NTS), mientras que en el hipotalamo
se ubica en varios nucleos incluyendo el ARC, el nucleo ventromedial, el paraventriculary el AHL.
Es interesante destacar que GHSR se encuentra en varios nucleos del encéfalo en donde la
ghrelina plasmatica no accede [36] lo que lleva a la luz la pregunta de écudl puede ser el rol
fisiolégico de la presencia del receptor en dicha region? Una posible respuesta a esto es que,
debido a que GHSR posee una gran actividad independiente de ligandos, la llegada o no de
ghrelina o LEAP2 no determina necesariamente la relevancia fisioldgica de GHSR en esos nucleos

[63, 66].

2. Area hipotaldmica lateral (AHL)

2.1. Generalidades

El AHL es una regién del hipotalamo muy heterogénea en su composicidon neuronal asi como en
sus aferencias y eferencias hacia otras areas del encéfalo [67—69]. Ubicada en el margen mas
externo del hipotdlamo, el AHL es una regidn simétrica situada a ambos lados del tercer
ventriculo, con limites neuroanatémicos poco definidos [70]. Surge rostralmente luego del area
predptica y termina caudalmente antes del area ventral tegmental (AVT), ocupando el 45% del

volumen total del hipotalamo [67, 70, 71].

Entre las funciones mds estudiadas del AHL se pueden mencionar el mantenimiento de la
homeostasis energética, la regulacién del balance hidrico, la recepcién de sefiales
interoceptivas, la regulacion del suefio y el estado de alerta, de la respiracion, de la presion
sanguinea, la participacion en comportamientos vinculados al sistema de recompensas, la

actividad locomotora, entre otros [70, 72—78]. Estas funciones estan reguladas en parte por una
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amplia variedad de sefiales enddcrinas, paracrinas, metabdlicas y neuronales que interactdan
con las poblaciones de neuronas del AHL [70, 74, 79]. El rol del AHL en el control del apetito y
de comportamientos vinculados a la busqueda y obtencién de alimento y otras recompensas ha
sido particularmente estudiado [78] y es de especial interés en este trabajo de tesis. La
estimulacion eléctrica del AHL induce fuertemente la busqueda y el consumo de alimentos,
mientras que su lesidon induce afagia [72, 80, 81]. Este rol del AHL en la modulacién del apetito
llevd a que funcionalmente se la pueda considerar un area que articula las vias homeostaticas y
heddnicas del consumo de alimentos debido a sus conexiones con nucleos del hipotalamo y con

nucleos de la via mesolimbica [82].

2.2. Caracteristicas neuroanatdmicas del AHL

Desde la publicacién de trabajos pioneros a fines de la década de 1950 hasta la actualidad, se ha
hecho un gran esfuerzo para caracterizar neuroquimica y fisioldgicamente al AHL. A diferencia
de otros nucleos del hipotdlamo, el AHL se caracteriza por poseer una distribucién de neuronas
difusa, sin formar necesariamente un nucleo compacto [83]. También, el AHL envia y recibe
proyecciones de numerosas regiones del encéfalo, lo que es un indicio de su complejidad

funcional [83] (Figura 1).
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Figura 1. El AHL posee conexiones con diversas regiones del encéfalo. El esquema muestra dos cortes
medio-sagitales del cerebro de ratén indicando las eferencias y aferencias del AHL con otros nucleos del
encéfalo. En el Panel A se muestran las aferencias hacia el AHL mientras que en el Panel B se indican las
eferencias del AHL hacia distintas regiones encefalicas. ARC: arcuato, TMN: nucleo tuberomamilar, PVN:
nucleo paraventricular del hipotdlamo, CeA: amigdala central, BNST: nucleo del lecho de la estria terminal,
Nac: nucleo accumbens, MS: septum medial, PFC: corteza prefrontal, PVT: nucleo paraventricular del
tdlamo, LHb: habénula lateral, AVT: area ventral tegmental, DR: rafe dorsal, PAG: materia gris
periacueductal, LC: locus coeruleus, PB: nucleo parabraquial, MRF: formacién reticular mesencefilica,
NTS: nucleo del tracto solitario, RMg: nucleo del rafe magno. Modificado de Bonnavion et al. 2016.

Por otro lado, dos grandes haces de fibras atraviesan el AHL: el férnix y el haz prosencefélico
medial (MFB por las siglas en inglés para medial forebrain bundle) [68]. El férnix es un sistema
de fibras que conecta el complejo hipocampal con los cuerpos mamilares del hipotalamo y forma
parte del sistema limbico. Interviene en procesos vinculados con la formacidn y declaracién de
memorias nuevas, y es parte del circuito limbico descrito por Papez a principios del siglo XX, el
cual involucra el hipocampo, el hipotidlamo, el tdlamo y la corteza cerebral entre otras zonas del
cerebro [84-86]. También, el fornix es usado como referencia anatdomica ya que marca limite
interno del AHL con el hipotdlamo ventromedial y el hipotalamo dorsomedial [67]. Por otro lado,
el MFB es un sistema de multiples fibras tanto ascendentes como descendentes, provenientes
de distintas regiones del encéfalo, que conectan estructuras desde los bulbos olfatorios hasta el

mesencéfalo [87]. En el MFB fueron identificadas alrededor de 50 tipos de fibras, entre las que
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se encuentran, por ejemplo, las provenientes de neuronas dopaminérgicas de la via mesolimbica
[87, 88]. Las fibras del MFB no solo pasan por el AHL sino que algunas realizan sinapsis
colaterales con este nucleo, lo que aumenta su complejidad [88, 89]. La estimulacién del MFB
en roedores induce diversos comportamientos como los vinculados al sistema de recompensas,
el condicionamiento operante y la estimulacién eléctrica intra-craneal [90, 91]. Debido a lo
disperso de las fibras del MFB, esta estructura no suele ser una buena referencia

neuroanatdmica a usar para delimitar el AHL.

Las clasificaciones de los tipos neuronales en el hipotalamo y en otras areas del cerebro se basan
principalmente en los neurotransmisores y neuropéptidos que mayoritariamente expresan. En
el AHL se encuentran dos grandes grupos de neuronas en cuanto a los neuropéptidos que
liberan: las productoras de orexina/hipocretina (en adelante AHL®"®*) y las productoras de
hormona concentradora de melanina (MCH por sus siglas en inglés para melanin concentrating
hormone, AHLM®! en adelante) [92]. En cuanto a los neurotransmisores se pueden encontrar
neuronas que liberan GABA y neuronas que liberan glutamato (AHLSABA y AHL®'"t en adelante)
[93-95], aunque recientemente se identificd que estos grupos representa 15 poblaciones
diferentes de neuronas dentro del AHL [69, 94]. En las ultimas décadas, numerosos estudios
sugieren que la complejidad neuroquimica del AHL es mayor que la comentada. Ademds de las
AHL?™®* y las AHLM®H, en el AHL se encuentran neuronas que expresan neuropéptidos y otros
marcadores moleculares tales como neurotensina, galanina, dinorfina, hormona liberadora de
tirotrofina (TRH por sus siglas en inglés para tirotrophin releasing hormone), factor liberador de
corticotrofina (CRF por sus siglas en inglés para corticotrophin releasing factor), éxido nitrico
sintasa neuronal (nNOS para sus siglas en inglés para neuronal nitric oxide synthase), transcrito
regulado por anfetaminay cocaina (CART por sus siglas en inglés para cocaine and amphetamine
regulated trasncript), receptor de leptina, ademas de neuronas estudiadas en menor medida
como las que expresan encefalina, nesfatina y urocortina-3 [94, 96—100] (Tabla 1). Incluso, varias
poblaciones neuronales del AHL expresan mdas de un marcador o neuropéptido, lo que

complejiza la sistematizacion y el estudio de las poblaciones presentes en el nucleo (Figura 2).
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Poblaciones
neuronales

del AHL

Caracteristicas neuroquimicas

Caracteristicas funcionales dadas por la

activacion de la poblacién neuronal

Orexina (Orex)

-Expresan vGlut2 [101-103]
-Una subpoblaciéon expresa dinorfina [83,

103, 104]

A el consumo de alimento [76, 105, 106]
M las propiedades recompensantes del
alimento [76, 105-107]

M el estado de alerta y la vigilia [105, 107]

MCH

-Expresan GAD65 y GAD67 [97, 108, 109] y el
50% expresa CART [97]

-Una subpoblacion expresa vGlut [69, 110]

1 el consumo de alimento y de liquidos
[111-113]
J el estado de alerta y la vigilia [111-113]

Neurotensina

(Nts)

-Una subpoblacién expresa la forma larga del
receptor de leptina (LepRb) [114]

-Una subpoblacién colocaliza con las AHL®?
[100]

-Expresan vGat y GAD67 [114]

M el estado de alerta, la vigilia y la
locomocion [96, 111]

M el esfuerzo para la obtencién de
recompensas [115]

J el consumo de alimento [116-118]

el consumo de liquidos [119, 120]

Inhibe localmente a las AHL°™* [98]

Galanina (Gal)

-Expresan vGat [100]
-Una subpoblacidn colocaliza con las AHLV® y

con AHLRT [100]

" el consumo de alimentos [121]
Mt la

alimentos apetecibles [121]

locomociéon y la busqueda de

CART

-Expresan GAD67 y MCH [69, 83]

J el consumo de alimento [122, 123]

TRH

-Expresan encefalina y urocortina 3 [99, 124]

-Una subpoblacion expresa vGlut [94, 99]

M el estado de alerta y la salida de la

hibernacion [125]

Parvalbumina

-Liberan glutamato [126-128]

J la nocicepcion a estimulos térmicos

y con AHLMH

(PV) [129]

-Constituyen una poblacién distinta a las | Su estimulacion { la actividad de las
nNOS

AHL°"™*[130] AHL°"®*[130]

-Expresan vGat, GAD65 y GAD67 [93, 131- | 4 conductas apetitivas y consumatorias

133] hacia alimentos apetecibles [93, 133, 134]
GABA

-Son una poblacién independiente a las | 4 interaccion social [134]

AHL°™® y las AHLMM[93, 131]

-Expresan vGlut J interaccion social [135]

Glutamato

-Algunas poblaciones colocalizan con AHL®™®* | La activacion de las AHL®"t que proyectan a

(Glut)

la LHb J el consumo de alimentos [136]

Tabla 1. Caracteristicas neuroquimicas y funcionales de las distintas poblaciones de neurotransmisores y
neuropéptidos que conformas el AHL.
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@ Orexina
MCH

@ Neurotensina

Galanina
@ CART
® TRH

® Parvalbumina
nNOS

@ GABA
@ Glutamato

Figura 2. El esquema muestra una imagen representativa de un corte coronal de encéfalo de ratén en
donde se muestra en mayor detalle el AHL. Se indican con esferas de distintos colores las poblaciones
neuronales segln los neurotransmisores y/o neuropéptidos que expresan.

2.3. Caracteristicas funcionales del AHL

Entre las funciones mas estudiadas del AHL se encuentran la regulacidon del consumo de
alimentos y liquidos, del estado suefio/vigilia y de comportamientos motivacionales [70, 83].

III

Lesiones en el AHL producen el llamado “sindrome del hipotadlamo lateral” el cual se caracteriza
por la disminucion del apetito, falta de sed, pérdida de peso corporal y anhedonia. Por otro lado,
la estimulacién eléctrica del AHL induce el voraz consumo de alimentos y el consecuente

aumento de peso, ademas de aumentar la motivacion para la obtencion de recompensas.

2.3.1. El AHL en la regulacién del consumo de alimentos

La modulacion del consumo de alimentos por el AHL representa un conjunto de conductas
ampliamente estudiadas desde hace mas de medio siglo. Trabajos pioneros de las décadas de
1950y 1960 reportaron que lesiones del AHL en roedores induce la hipofagia [72, 137], mientras
gue tanto la estimulacidon eléctrica como quimica del AHL induce la hiperfagia [81, 138]. Estos

I “"

estudios posicionaron al AHL como el “centro del consumo de alimentos”. Experimentos

realizados en las ultimas décadas permitieron atribuir la regulacion del consumo de alimentos

LGABA

por el AHL a diversas poblaciones neuronales. Respecto a las neuronas AH gue proyectan

al AVT, su estimulacion tanto optogenética como farmacogenética induce el consumo de

24



alimentos, mientras que su inhibicién por neuronas provenientes del nicleo accumbens (NAcb)
lo reduce [93, 139]. Por otro lado, la estimulacidn optogenética de una subpoblaciéon de
neuronas AHL®'YT disminuye el consumo de alimentos, mientras que su inhibicién lo promueve
[135, 136]. Ademas de las AHL®"BA, |3 activacion de poblaciones neuronales como las AHLO™® y
las AHLMH también inducen el consumo de alimento. La activacién de las neuronas AHLMCH
induce fuertemente la alimentacién en roedores, en parte debido a su inervacién a ciertas
regiones del NAcb [140]. La estimulacién de las neuronas AHL®™® que proyectan a las AVTPA
activa estas Ultimas e induce comportamientos vinculados a la busqueda y consumo de
alimentos, al igual que el consumo de otros estimulos con alto valor heddnico incluyendo drogas

de abuso [141, 142]. En particular, las neuronas AVTPA

que resultan activadas son aquellas que
inervan y liberan dopamina al NAcb y a la corteza prefrontal (CPF) [143, 144]. A su vez, las
neuronas AHL®"®*son reguladas “internamente” por otros grupos de neuronas en el AHL (como

las neuronas AHL®YYT, AHLNTS, otras AHL®"BA e incluso mismas AHL®™®) como fuera de él [145].

Si bien gran parte de esta evidencia indica que la activacidn de las neuronas AHL°"* aumenta el
consumo de alimentos, existen ciertas dudas acerca de si dichas conductas emergen por el solo
hecho de que el animal se encuentre en un estado de vigilia, ya que las AHL°"** inducen dicho
estado [146, 147]. La activacién de las AHL®®* estimula la locomocién, las conductas
exploratorias y el estado de “alerta” en general, y su delecion bloquea la conducta exploratoria
en anticipacion al alimento en roedores despiertos. Esto pareceria indicar que, si bien las AHL®™*
estimulan el estado de vigilia, también participan en integrar la informacién metabdlica para
desarrollar conductas acordes. Esta integracion metabdlica tiene lugar a través de las
conexiones con otros centros integradores, como el ARC, y a través del censado de metabolitos

como la glucosa [148, 149].

Por otro lado, ciertas poblaciones del AHL liberan péptidos involucrados en la inhibicién del
consumo de alimentos (como neurotensina y CART) o expresan receptores de hormonas
anorexigénicas como el receptor de leptina LepRb. Estas poblaciones promueven la saciedad
inhibiendo neuronas orexigénicas locales como también mediante inervaciones hacia centros

reguladores del apetito como el AVT [111, 150].

En conclusidn, existen distintas poblaciones neuronales del AHL que modulan la bidsqueda y el
consumo de alimentos. Estos comportamientos son llevados a cabo por diversos neuropéptidos
y neurotransmisores, cuya liberacion estd finamente regulada tanto por circuitos intra-AHL

como por inervaciones de otros nucleos.
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4. Principales efectos de ghrelina y LEAP2 en el hipotdlamo sobre el consumo de alimentos

El hipotdlamo es una de las principales regiones sobre las que actua la ghrelina. Dentro del
hipotalamo, el ARC se destaca por ser el nicleo con mayores niveles de GHSR [151, 152]. Este
nucleo se encuentra adyacente a la eminencia media, un drgano circunventricular con capilares
fenestrados que posibilita el pasaje de ciertas moléculas pequenas al encéfalo. Esto permite que
el ARC cense el estado metabdlico del organismo y actie como un orquestador del balance
energético. El ARC posee dos grandes poblaciones neuronales: las neuronas productoras del
péptido relacionado a Agoutiy que a su vez producen el neuropéptido Y (ARCN?Y de aqui en mas)
y las neuronas productoras de la hormona estimulante de melanocitos a (a-MSH) derivado de

la propiomelanocortina (POMC) (ARCPPMC), La activacién de las neuronas ARCNPY poseen un

CPOMC

fuerte efecto orexigénico mientras que las AR son principalmente anorexigénicas. Las

neuronas ARCNPY también liberan GABA y envian proyecciones inhibitorias a las ARC?OMC, Asj, el
balance en la actividad entre ambas poblaciones neuronales determina la modulacion del

consumo de alimento por parte del ARC. Las neuronas ARCNPY

envian proyecciones a diversas
regiones del encéfalo incluyendo otros nucleos del hipotdlamo como el nucleo paraventricular
(PVN), el hipotaldmico dorsomedial (DMH), el ntcleo hipotaldamico ventromedial (VMH), el AHL,
entre otros [153]. La ghrelina actta principalmente sobre las ARCNPY debido a que GHSR se
expresa mayoritariamente en esta poblacidn neuronal [154]. Esto desencadena la activacion de
dichas neuronas y la consecuente liberacién de AgRP y NPY a los sitios blanco, incluyendo la

liberacién de GABA a las ARCPOMC, produciendo en Gltima instancia un aumento en las conductas

orexigénicas [155].

En lo que respecta a las proyecciones neuronales que van desde el nicleo ARC al AHL se ha

demostrado que las neuronas ARCNPY

proyectan al AHL [156, 157] y la activacién optogenética
de esta via induce el consumo de alimentos en ratones [153, 158]. En el mismo sentido, la
administracidn de NPY en el AHL de ratas estimula el consumo de alimentos con alto contenido
en grasas y azucares [159]. Respecto a las conexiones desde el AHL al nicleo ARC se reportaron
proyecciones de neuronas AHL°™® hacia el ARC [149, 160] en particular a las ARCN?Y [161] pero
no se encontraron conexiones entre las neuronas GABA del AHLy las ARCNPY[162]. Al momento,

CNPY

el rol de GHSR en modular la actividad de las neuronas del AHL que proyectan AR no se ha

explorado.
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Si bien el rol de GHSR se ha caracterizado ampliamente en el ARC, su estudio en el AHL no ha
recibido la misma atencién. Los trabajos que abordaron la expresién de GHSR en el AHL lo
hicieron a través de diferentes métodos entre los que se incluyen la hibridacion in situ (ISHH por
sus siglas en inglés para in situ hybridization histochemestry) [64, 163] o la PCR cuantitativa
(qPCR), ambos en ratas [164]. Sin embargo, otro trabajo en donde también se usé ISHH, no
reportd sefial de la presencia de la sonda del ARNm de GHSR en el AHL de ratones [65]. Asi,
determinar la presencia y las caracteristicas anatdmicas de las neuronas del AHL que expresan
GHSR (AHLC®"SR de aqui en adelante) en ratones se vuelve de gran importancia para para poder
estudiar su funcionalidad, en particular debido al uso generalizado de los ratones genéticamente

modificados en el estudio del control del apetito y el balance energético.

Algunos estudios abordaron el efecto de la administracién de ghrelina en el AHL mostrando que
esta induce el consumo de alimentos [165, 166] e incrementa el marcador de activacién
neuronal c-Fos [165, 167] en ratas. A su vez la seializacion de GHSR media algunas conductas
relacionadas a la recompensa del AHL, ya que ratas deficientes de GHSR no aumentan la
estimulacion eléctrica intracraneal en el AHL mientras que los ratas salvajes si lo hacen [168]. En
el mismo sentido, la administracién de ghrelina en el AHL también induce conductas vinculadas
a la motivacién y el consumo de alimentos con alta palatabilidad, en particular incrementa el
esfuerzo realizado por ratas para obtener pellets de sucrosa [169]. Sin embargo, el bloqueo con
el antagonista de GHSR YIL781 en el AHL reduce estos comportamientos operantes solo en ratas
hembras [169]. También cabe destacar el rol de las neuronas AHL°"®* como mediadoras de la
accion de ghrelina en el AHL, ya que tanto la administracidn central como intra-AHL de ghrelina
incrementan los niveles del marcador c-Fos en las neuronas AHL®"®* [165, 170, 171]. Ademas, el
bloqueo por antagonistas de los receptores de orexina en el AVT y el uso de ratones deficientes
de orexina impiden comportamientos vinculados al sistema de recompensas evocados por
ghrelina [106, 172, 173]. Por otro lado, la expresion de GHSR en las AHL"®* no ha sido
fehacientemente demostrada hasta el momento, indicando que la accion de la ghrelina sobre

las AHL®"** podria ser indirecta.

Lo expuesto anteriormente recapituld la evidencia acerca del efecto de la ghrelina sobre el AHL
en el control del consumo de alimentos. A diferencia de la ghrelina, el efecto de LEAP2 sobre el
hipotdlamo en el control del apetito ha sido poco explorado. Evidencia reciente indica que LEAP2

actuarfa a través de las neuronas ARCP°MC para disminuir el consumo de alimento y reducir el

LGHSR

peso corporal [174]. Sin embargo, el efecto del LEAP2 sobre las AH aun no se conoce.
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Lo expuesto hasta el momento indica que la ghrelina podria mediar conductas vinculadas al
consumo de alimentos cuando actua en el AHL, y que la presencia de GHSR en esta regién es
importante para el control del apetito. Ahora bien, estos resultados fueron reportados usando
ratas como modelo experimental. Sin embargo, actualmente existe una amplia disponibilidad
de ratones genéticamente modificados y su uso permite estudiar con mayor detalle las
poblaciones y circuitos neuronales. Es por eso que en este trabajo de Tesis se evalud la hipotesis

LGHSR

de que las neuronas AH modulan la conducta alimentaria en ratones. Para esto se

estudiaron las caracteristicas anatémicas y funcionales de las neuronas AHL®HSR

, SU respuesta a
ghrelinay a LEAP2, y los circuitos neuronales que se reclutan consecuencia de su activacion. El
empleo de modelos murinos permite realizar intervenciones en los circuitos neuronales, evaluar
conductas, realizar estudios histoldgicos y comparar los resultados obtenidos con trabajos
previos. Una gran parte del conocimiento acerca de los circuitos neuronales y las sefiales
hormonales que regulan el consumo de alimentos se construyé usando roedores como modelos

experimentales, por lo que su empleo en este trabajo de Tesis es crucial para realizar entender

el rol de las neuronas AHL®"R en el control de la alimentacidn.
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OBJETIVOS

El objetivo general del presente trabajo de Tesis es dilucidar aspectos neuroanatémicos y
funcionales de la expresion de GHSR en el AHL. Para esto, se llevardn a cabo los siguientes

objetivos especificos:

Objetivo 1- Realizar una caracterizacién neuroanatémica de las neuronas AHLS"R,

1.1. Determinar la distribucién neuroanatémica de las neuronas AHLCHSR,

1.2. Determinar posibles agrupamientos diferenciales entre las AHLEHR,

1.3. Determinar el fenotipo neuroquimico de las neuronas AHL®HR,

LGHSR

Objetivo 2- Determinar la respuesta de las neuronas AH a ghrelina.

2.1. Determinar la accesibilidad de la ghrelina al AHL.

2.2. Determinar la respuesta de las neuronas del AHL a la ghrelina sistémica y central.

LGHSR

2.3. Determinar la respuesta de las neuronas AH a la ghrelina sistémica y central.

LGHSR

Objetivo 3- Determinar la respuesta de las neuronas AH a LEAP2 y realizar una

caracterizacién funcional del péptido.

3.1. Determinar los segmentos bioactivos de LEAP2.

3.2. Determinar la accesibilidad del LEAP2 fluorescente (F-LEAP2) al AHL y a diversas
regiones del encéfalo.

3.3. Determinar la respuesta de las neuronas del AHL al LEAP2.
Objetivo 4- Determinar el rol de las neuronas AHL®"R en la modulacién de conductas

alimentarias.

LGHSR

4.1. Determinar la respuesta de las neuronas AH a cambios enddgenos de la

relaciéon ghrelina/LEAP2 plasmatica.

4.2. Determinar los efectos conductuales de la expresiéon de GHSR exclusivamente en el
AHL.

29



MATERIALES Y METODOS

1. Animales experimentales

Todos los protocolos que incluyeron animales experimentales se realizaron en el bioterio del
Instituto Multidisciplinario de Biologia Celular (IMBICE) el cual cuenta con salas de alojamiento,
reproduccion y experimentacidn de animales. Para el desarrollo de esta tesis se usaron ratones
machos adultos de entre 8 y 12 semanas de edad de la especie Mus musculus correspondientes
a la cepa C57BL/6. Los animales se mantuvieron en condiciones estandar de alojamiento las
cuales incluyen un ciclo de luz/oscuridad con un fotoperiodo controlado de 12hs/12hs (07:00
a.m. 19:00 p.m.), temperatura controlada en 22+2 °C, cajas de vida de aluminio (26x16x15 cm),
alimento estandar y agua ad libitum y viruta irradiada. A su vez, los animales usados en este

trabajo de Tesis correspondieron a diferentes genotipos:
-Ratones WT: ratones de genotipo salvaje wild type (WT) de la cepa C57BL/6

-Ratones GHSR™": estos ratones poseen un cassette de bloqueo de la transcripcion (TBC por las

siglas en inglés para Transcriptional Blocking Cassette) entre el exdén 1y el 2 del gen de GHSR
[175]. EI TBC esta flanqueado por dos sitios loxP los cuales pueden ser reconocidos y clivados
por una enzima recombinasa Cre, y restaurar la expresion normal del GHSR. Se usaron animales
homocigotos para la mutacion obtenidos a partir de la cruza de animales heterocigotos con un
background en C57BL/6. Estos ratones fueron desarrollados y cedidos a nuestro laboratorio por

el Dr. Jeffrey Zigman de la Southwestern Medical Center en la Universidad de Texas.

-Ratones GHSR®®FP: estos ratones expresan la proteina verde fluorescente (eGFP por sus siglas

en inglés) bajo el control del promotor de GHSR (Mutant Mouse Resource & Research Center,

Tg(Ghsr)-EGFP KZ65Gsat; Stock #030942).

-Ratones NPY'™SFP: estos ratones expresan la proteina hrGFP bajo el control del promotor de

NPY. (Jackson Laboratory, Stock 006417).

-Ratones GHSR®®P/Gad2°"/* /Rosa26'97°mat: estos ratones expresan la eGFP en las células que

expresan GHSR, y tdTomato en las células que expresan Gad2. Estos animales surgen de la cruza
entre ratones GHSR®®FPy Gad2®/*/Rosa26Tomato A sy vez, estos Gltimos se obtienen cruzando
animales Gad2-CreER (Jackson Laboratory, Gad2tm1(cre/ERT2)Zjh/J; Stock 010702) y animales
Ail4 (Allen Institute, 12956-Gt(ROSA)26Sortm14(CAGtdTomato)Hze/J; Stock 007908). A los

ratones adultos GHSR®®FP/Gad2"®/*/Rosa26'T°Mat se |os inyectd por 3 dias consecutivos con
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tamoxifeno (Sigma-Aldrich, cat. T5648; 70 mg/kg peso corporal, IP) para inducir la

recombinacién con Cre, y se los usé 3 semanas después de la ultima inyeccidn.

-Ratones WT con ARC-lesionado: a un subgrupo de ratones WT se los traté farmacolégicamente

en tiempos posnatales tempranos para lesionar especificamente el ARC del encéfalo. A este
grupo experimental se lo denominé ARC-lesionado. Estos animales se generaron inyectando a
crias en el dia posnatal 4 (P4) con glutamato monosddico (MSG) a 2,5 mg/gr peso corporal.
También se obtuvieron animales controles llamados ARC-intacto a los cuales, en lugar de MSG,

se los inyecto6 con NaCl estéril al 0,9%.

Los protocolos experimentales de esta Tesis realizados con animales de laboratorio contaron la
aprobacion del Comité Interno Para el Uso y Cuidado de los Animales de Laboratorio (CICUAL)

del IMBICE (Protocolo 20-3-21).

2. Genotipificado de los animales

La identificacion genotipica de los animales se realizd a partir de ADN obtenido de biopsias de
cola obtenidas al dia postnatal 21 de los ratones. Para la extraccién de ADN, a las muestras se
las recogidé en un tubo eppendorf de 200 ul y se las procesé en un termociclador BioRad durante
una hora a 982C en 75 plL de una solucién de NaOH 25 mM con EDTA 0,2 mM. Luego, se llevé la
solucion a 15°C y se le agregd 75 uL de Tris-HCl (pH 5,5) y se homogeneizé. Para la
genotipificacion se empleé la técnica de la reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR de sus siglas
en inglés para Polymerase Chain Reaction). La mezcla de reaccién consta de: 1,25 uL de buffer
10X; 0,625 pL de MgCl2 50 mM; 0,25 pL de dNTPs 10 mM; 0,0625 pL de TAQ Pegasus ADN
polimerasa 5 U/uL; 0,625 uL de primer forward 10 uM; 0,625 pL de primer reverse 10 uM; 1 uL
de la mezcla de extraccién del ADNy 12,5 uL de H20 MQ. Los primers forward y reverse utilizados
para cada genotipo de ratén se detallan en la Tabla 1. La mezcla se ciclé durante 2 hs en un
termociclador (Bio-Rad) con el siguiente protocolo: 4 min a 942C; 35 ciclos de: 30s a 942C, 30s a
599C y 45s a 72°C; 7min a 72°C y finalmente se mantuvo a 102C. Una vez terminado el ciclado,
se agregd a cada tubo 2,1 pL de una mezcla de buffer de carga con un colorante de acidos
nucleicos (GelRed) y se homogeneizé. Se sembré 6 L de esta mezcla en un gel de agarosa al 2%
y se corrié en una cuba electroforética durante 1 hora a 90V. El gel se revelé en un
transiluminador UV (Gel-Doc XR+, Bio-Rad) y se acuerdo al patron de bandas observado, se

determiné el genotipo de cada animal.
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Cepa de Tamaiio del
Gen Alelo Secuencia primers
ratén producto
WT Fwd 5'-GAGTGACAGGTAAGTGAGTGCG 184 pb
GHSRn/n GHSR Rev 5'-GTGCGAACATTAGCGATGAAAGG
TBC Fwd 5"-CCACTGCACGTCTCTCCCTATTT 175 pb
Rev 5-AAGAGCTACAGGAAGGCAGGTCA
WT Fwd 5 -ACGTTTCCTGTCCCTGTGTG 507 pb
Gadacre Gad2 Rev 5-CAGACGCTGCAGTCTTTCAG
Cre Fwd 5 -ACGTTTCCTGTCCCTGTGTG 247 pb
Rev 5'-AGGCAAATTTTGGTGTACGG
Ail4d Rosa26 tdTomato Fwd 5-CGGCATGGACGAGCTGTAC 500 pb
Rev 5-CAGGCGAGCAGCCAAGGAAA
GHSRES™ oGEP oGEP Fwd 5'-GGACCTCCTCAGGGGACCAGAT 330 pb
Rev 5'-GGTCGGGGTAGCGGCTGAA
orEp Fwd 5’-TATGTGGACGGGGCAGAAGATCCAGG
NPY hrGFP hrGFP Rev 5’-AGGTGCGGTTGCCGTACTGGA 400 pb

Tabla 1. Primers usados en las PCR de genotipificacion de los ratones transgénicos que fueron
parte de este trabajo de Tesis.

3. Reactivos

- 3-3’-diaminobenzidina (DAB)/Solucién de Niquel (Sigma Aldrich)

- AAV8/hSyn-mCherry-CRE (Vector Core de la Universidad de Carolina del Norte.

Donado por el Dr. Juan Belforte)

- AAV9/U6-shsc-eGFP (generado en el laboratorio de la Dra. Verdnica Baéz del Instituto

de Biologia Celular y Neurociencias “Prof. E. De Robertis”)

- Aceite de sésamo (Farmacia local)

- Alcoholes (Biopack)

- Balsamo de Canada (Biopack)

- Buffer fosfato-salina (PBS, del inglés, phosphate buffered saline) 0,01 M pH 7,4:

NazHPO4 1,9 g/L, NaH,P04 0,32 g/Ly NaCl 8,16 g/L (Biopack)

- Colchicina (Sigma-Aldrich)

- DABCO (Sigma-Aldrich)

Dietil-pirocarbonato (Sigma)
dNTPs (Invitrogen)

EDTA

Formaldehido 40x (Biopack)
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- Flunixin meglumina (Flumeg, Over)

- GelRed (Biotium)

- Heparina (Calciparine, Sanofi Aventis)

- Ketamina (Holliday Scott SA)

- Kit comercial de complejo avidina-biotina-peroxidasa “VectaStain Elite ABC” (Vector
Laboratories)

- Microesferas fluorescentes (fluoroesferas) rojas (Fluospheres, Molecular Probes)

- Sacarosa (Biopack)

- Solucién fisiolégica (NaCl 0,9%)

- Suero Normal de Burro (Equitech-Bio.INC)

- Tamoxifeno (Sigma, cat # T5648)

- TAQ Pegasus ADN polimerasa (EmbioTec)

- Transcriptasa reversa M-MLV (Promega)

- Tritdn-X100 (Biopack)

- Xilacina (Richmond Vet Pharma)

4. Ligandos de GHSR utilizados

En este trabajo de Tesis se utilizaron tanto los ligandos enddgenos de GHSR (ghrelina y LEAP2)
como diferentes variantes moleculares de ellos. Estas variantes permitieron estudiar distintos

aspectos de la fisiologia del receptor. Los ligandos usados fueron:

-Ghrelina nativa (GSS-(octanoilo)-FLSPEHQKAQQRKESKKPPAKLQPR): hormona peptidica en su

estado nativo, esterificada con acido n-octanoico (PM: 3315 Da; Global Peptide, cat # PI-G-03).

-Ghrelina fluorescente roja (F-ghrelina, GSD-(octanoilo)-FLSPEHQKAQQRKESC-(DY647)): analogo
de la ghrelina que contiene 19 aminodcidos y esta conjugado a un fluoréforo DY647-maleimida.
Ademas, la serina en la posicién 3 es reemplazada por acido aspartico cuya cadena lateral se

encuentra amidada con dcido amino-octanoico (PM: 3562 Da)

-LEAP2(1-40): hormona peptidica en su estado nativo, con 40 aminodcidos y dos puentes

disulfuro. (PM: 5586 Da). Su estructura se representa en la Figura 1 de este capitulo.

-LEAP2(1-12-NH2): variante del LEAP2 que contiene 12 aminodacidos del segmento N-terminal
del LEAP2. No contiene los puentes disulfuro. (PM: 1769 Da). Su estructura se representa en la

Figura 1 de este capitulo.
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-LEAP2(15-40-OH): variante de LEAP2 que contiene 26 aminoacidos del segmento C-terminal del
LEAP2. Contiene los puentes disulfuro. (PM: 3500 Da). Su estructura se representa en la Figura

1 de este capitulo.

-LEAP2 fluorescente rojo (F-LEAP2): variante de LEAP2 que contiene 17 aminodacidos del
segmento N-terminal y esta conjugado a un fluoréforo DY647-maleimida. (PM: 3010 Da). Su

estructura se representa en la Figura 2 de este capitulo.

A excepcidn de la ghrelina nativa, el resto de los péptidos fueron sintetizados por el laboratorio

del Dr. Fehrentz del Instituto de Biomoléculas Max Mousseron, Montpellier, Francia.

5. Dietas utilizadas

En los experimentos que involucraron distintos tipos de dietas, se utilizaron dieta estandar y
dieta de alto contenido graso (DACG), provistas por Gepsa (Grupo Pilar, Pilar, Buenos Aires,
Argentina, www.gepsa.com). La dieta estandar posee un valor energético de 2,5 kcal/g y su
composicion, en porcentaje respecto del peso, es la siguiente: 28,8% de carbohidratos, 25,5%
de proteinas, 3,6% de grasas, 27,4% de fibras, 8,1% de minerales y 6,7% de humedad. Por otro
lado, la composicién de la DACG es la siguiente: 22,5% de carbohidratos, 22,8% de proteinas,
21,1% de grasas, 23,0% de fibras, 5,6% de minerales y 5% de humedad. Los principales
componentes lipidicos de la DACG son acidos grasos monoinsaturados (44,7%), acidos grasos
saturados (29,8%) y acidos grasos polinsaturados (20,9%), entre otros. Es importante remarcar
que los pellets de dieta estandar y DACG son similares en su apariencia general (color, textura,

etc.).

6. Cirugias estereotaxicas

Las cirugias estereotaxicas se realizaron en el bioterio del IMBICE haciendo uso de un
estereotdxico para ratones y de material de cirugia con la asepsia apropiada. Estas cirugias se
realizaron con el objetivo de implantar canulas guia permanentes (PlasticOne) en el ventriculo
lateral (2,3 mm de largo por debajo del craneo, calibre 22) o en el AHL (2,5 mm de largo por

debajo del craneo, calibre 22) del encéfalo de ratones.

Los animales se anestesiaron usando una solucién de ketamina (160 mg/kg de peso, IP) y xilacina

en (16 mg/kg de peso, IP) en solucidn fisioldgica. Una vez anestesiados, se les ubicd la cabeza en
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un estereotaxico, se les hizo una incisidn en la piel de la calota y se expuso el craneo. Luego se
determiné el punto correspondiente al bregma y se determinaron sus coordenadas
estereotdxicas. A partir de alli se movid el brazo del estereotdxico en el sentido anteroposterior,

lateral y ventral para realizar cualquiera de las siguientes implantaciones de canulas:

-Intra-cerebro-ventriculares (ICV): se implantd una canula guia en el cuarto ventriculo cerebral

usando las siguientes coordenadas estereotaxicas: -0,34 mm anteroposterior, +1 mm lateral y -

2,3 mm ventral.

-Intra-drea hipotaldmica lateral (intra-AHL): se implanté una canula guia de manera bilateral en

el AHL usando las siguientes coordenadas estereotdxicas: -1,58 mm anteroposterior, £1 mm

lateral y -2,5 mm ventral.

Las coordenadas estereotdxicas se obtuvieron del Atlas del cerebro de ratéon de Paxinos y
Franklin [176]. Una vez ubicada la regién de interés (cuarto ventriculo o AHL), se perforé el
craneo, se implantd la canula guia y se la fijé al hueso con acrilico dental. Luego se cerrd la
herida, se sacd a los animales del estereotaxico y se los devolvid a su caja de vida dejandolos
recuperarse por al menos cinco dias. Finalizada la cirugia, se les administré un analgésico y
antiinflamatorio (Flumeg 5%, SC) por tres dias consecutivos una vez por dia. La posicién de la

canula se determind post-mortem en cortes histoldgicos.

7. Procedimientos experimentales

7.1. Caracterizacién neuroanatémica de las neuronas AHLCHR

7.1.1. Estudio de la distribucion neuroanatomica de GHSR en el AHL

LGHSR

Para estudiar las neuronas AH se usaron ratones GHSR®® " |os cuales expresan la eGFP bajo

el control del promotor de GHSR. Para conocer si este modelo animal es una herramienta valida

LGHSR

para estudiar las neuronas AH se usaron muestras de encéfalo de estos animales (n=4) las

cuales fueron sometidas a una ISHH contra el ARNm de GHSR, y una inmunomarcacion

LeSFP y el

cromogénica contra eGFP. A partir de alli, se cuantificd el nimero de neuronas AH
ndmero de granulos de Ag* depositados sobre cada una de estas neuronas. Para conocer qué
ndmero de granulos de Ag* depositados sobre una célula indican sefial positiva, se calculd el
numero de granulos en el area correspondiente a una célula en una region control del encéfalo

gue no posee expresion de GHSR. En esta regién el nimero de granulos de plata en el area
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correspondiente a una célula fue de 0,49. Asi se tomd como criterio que tres veces por arriba de
este valor corresponde al nimero de granulos de plata en una célula positiva para GHSR. Es de
destacar que las muestras fueron generadas en el laboratorio del Dr. J. Zigman en la Universidad

de Texas, USA.

Para conocer la distribucién de neuronas GHSR en el AHL, se usaron ratones GHSR®®f" (n=15) a
los cuales se los perfundid, extrajo el cerebro, congeld y cortd en cuatro series coronales. A una
de estas series se las sometid a una inmunotinciéon cromogénica contra eGFP para estabilizar la
sefial en el tiempo. Las secciones de la serie que contenian el AHL se montaron en un
portaobjetos, se deshidrataron y finalmente se cubrieron con balsamo de Canada. Para obtener

el nimero total de neuronas AHL®CFP

cuantificé al microscopio de campo claro el nimero de
células positivas para eGFP+ en el AHL de cada corte de la serie, luego a ese nimero se lo
multiplicé por el nimero de series en que se cortd el encéfalo y finalmente se multiplicé a dicho
valor por el factor de Abercrombie para corregir por doble conteo. Los limites neuroanatdmicos

del AHL se delimitaron de acuerdo al Atlas del cerebro de ratén de Paxinos y Franklin [176].

LeGFP ReGFP

Para conocer la distribucién volumétrica de las AH se perfundieron animales GHS

(n=2), se congelaron y cortaron sus encéfalos y se cortd en cuatro series coronales secuenciales.
Luego se realizd sobre todas las series una inmunotincién cromogénica anti-eGFP y cada serie
se montd por separado en un portaobjetos. Luego, en un microscopio de campo claro, se
obtuvieron imdgenes de magnificacidon baja (que incluyen la anatomia general de todo) y de
magnificacién intermedia (que incluyen la anatomia detallada del AHL) de todos los cortes. Las
imagenes de los cortes de cada encéfalo se importaron secuencialmente como mosaicos a
TrakEM2 respetando el orden antero-posterior de los mismos. Estos cortes luego se alinearon
entre siy se ajusto su posicidon anatémica de manera de obtener un volumen completo del AHL.
En cada corte se delimité manualmente el AHL y otras estructuras circundantes. En el AHL de
cada corte se anotaron manualmente las posiciones de las células AHL®®P |as cuales luego se
usaron para obtener la reconstrucciéon volumétrica. La representacién grafica de dicha
reconstruccion se realizé importando a Blender (http://www.blender.org/) todas las células y

estructuras marcadas en TrakEM?2.

La distribucidn espacial resultante de las AHL®C™P se usé para evaluar posibles agrupamientos
3D. Para esto se utilizd el algoritmo DBSCAN (de las siglas en inglés para Density-Based Spatial
Clustering of Applications with Noise [177]) el cual se basa en el agrupamiento de puntos (en
este caso neuronas AHL®S"P) mediante su clasificacién entre las categorias de “puntos

”n u

centrales”, “puntos borde” y “puntos ruido”. Esta clasificacion y agrupamiento es alcanzado en
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tres pasos: en primera instancia, el algoritmo calcula la densidad (nimero) de puntos que rodea
a cada uno dentro de un cierto radio (“Eps”). Todos los puntos que estén rodeados por al menos
una cantidad umbral de puntos vecinos (“minPts”) se clasifican como puntos centrales. Luego,
se vuelve a revisar el conjunto de puntos remanentes. Si un punto se encuentra dentro de un
radio Eps de un punto central (y viceversa, por simetria), se lo clasifica como punto borde. De lo
contrario, pasa a ser un punto ruido. Finalmente, se establecen los subconjuntos mixtos de
puntos centrales y borde que se hallan a menos de Eps unos de otros. Esto resulta en un cierto
numero de grupos de puntos contiguos asociados por su cercania y densidad circundante, y un
conjunto accesorio de puntos ruido que se encuentran aislados de estas agrupaciones. Una de
las ventajas del algoritmo DBSCAN es que no es necesario establecer de antemano el nimero
exacto de grupos de puntos esperados, ademas de ser muy robusto respecto de la geometria
arbitraria que éstos puedan presentar. En nuestro caso, elegimos el valor estandar de 4 para el
parametro minPts y un valor de 60 um para Eps, seleccionado luego de analizar la distribucidn
del nimero de agrupaciones versus Eps, siguiendo las recomendaciones en la descripcidon
original del algoritmo. Es importante notar que el valor de Eps supera la distancia rostro-caudal
entre cortes para nuestro muestreo, asegurando de esta forma que los grupos de puntos puedan

extenderse entre cortes contiguos.

LeGFP

Posteriormente, con el objetivo de comparar si la distribucién espacial entre las AH estaba

conservada entre ambos animales estudiados, se corregistraron las neuronas AHL®®"" de los dos
animales estudiados en un mismo sistema de coordenadas correspondiente al del Allen Mouse
Brain Common Coordinate Framework (CCF). Para realizar una correcta alineacién espacial de

las neuronas AHL®CFP

en el sistema de coordenadas, cada set de datos fue importado a DeepSlice
(una red neuronal artificial online) la cual ajusta la posicidon antero-posterior, la rotacion, el
angulo y la escala del set de datos al CCF [178]. Una vez realizada esta alineacién, se mapearon
los sets de datos sobre un descriptor de la superficie del encéfalo también correspondiente al
Allen Brain Atlas de manera de poder comparar la distribucion de ambos sets en un mismo

sistema de coordenadas anatomico.

7.1.2. Caracterizacion del fenotipo neuronal de las neuronas AHLCHR

Para conocer el fenotipo neuroquimico de las AHL®HSR

se usaron tres grupos independientes de
ratones GHSR®®™P: a) un grupo de ratones GHSR®®f" naive (n=6); b) un grupo de ratones

GHSR®%"P a los cuales se los inyectd con colchicina ICV (16 pg en 4 ul por ratén) 48 hs previo a la
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perfusién (n=7); y c) un grupo de ratones GHSR®""/Gad2°**/Rosa26'™°™ (n=3). A estos
ratones se los perfundid, se extrajo su encéfalo y se los procesé para inmunotinciones
fluorescentes dobles contra eGFP y contra distintos marcadores neuroquimicos (ver Tabla 2 y

ReGFP

3). Las secciones coronales de los ratones GHS naive fueron usadas para inmunotincidon

contra orexina, nNOS, MCH o parvalbimina. Las secciones coronales de los ratones GHSR®CF?
inyectados con colchicina fueron usadas para inmunotinciones contra neurotensina,
somatostatina, oxitocina, TRH o galanina. Por dultimo, las secciones de los ratones
GHSR®CFP/Gad2°"/* /Rosa269Tomat fyeron usadas solo para inmunotincién contra eGFP. Todas
las secciones se montaron y se prepararon para obtener imdagenes por microscopia de
fluorescencia. Sobre estas imagenes se cuantificé el porcentaje de co-localizaciones de las dos

marcas respecto al total de AHL®®FP,

7.2. Respuesta de las neuronas AHLS™R a ghrelina

7.2.1. Efectos conductuales de ghrelina sobre las neuronas que expresan GHSR del AHL

Para evaluar los efectos conductuales de la accién de ghrelina sobre las AHL®HSR, se implantaron
canulas intra-AHL en ratones WT. Luego del tiempo de recuperacidn, se administré solucion

vehiculo o ghrelina en el AHL y se evaluaron diversas conductas:

1. Ensayo de consumo de alimento. A ratones individualizados y previamente implantados con

canulas intra-AHL, se les retird el alimento y se verificd que no queden restos del mismo en la
viruta. Luego de ser inyectados intra-AHL se les dejé un pellet de comida pre-pesado (~1500 mg)
el cual se volvid a pesar a los 30, 60 y 120 minutos post-inyeccidén para conocer la cinética del
consumo de alimento. A los 120 minutos luego del pesado del pellet, los ratones se perfundieron
y se proceso el encéfalo para obtener secciones coronales. El consumo de alimento luego de

inyecciones intra-AHL se evalud en tres ensayos:
a) animales WT inyectados con vehiculo (n=5) o 60 pmol/raton de ghrelina (n=6);

b) animales WT con el ARC-intacto o con el ARC-lesionado inyectados con vehiculo (n=4 y 5

respectivamente) o con 60 pmol/ratén de ghrelina (n=4 y 6 respectivamente);

c) animales NPY"6"P pretratados IP con solucién vehiculo o con un antagonista del receptor 1

de orexina (SB-334867, Tocris, catalogo 1960) y 30 minutos después, inyectados intra-AHL con
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solucién vehiculo o 60 pmol/ratén de ghrelina (vehiculo/vehiculo n=4, vehiculo/ghrelina n=4,

SB-334867/vehiculo n=4, SB-334867/ghrelina n=6).

2. Ensayo de actividad locomotora y conductas varias. Aqui los ratones previamente implantados

con la canula intra-AHL se transfirieron a jaulas de registro (19x28x13 cm) asignadas
exclusivamente para cada animal, y se colocaron en una caja de filmacién (55x35x90 cm)
ventilada y aislada acusticamente la cual cuenta tiene acoplada una camara digital para el
registro de las conductas. En las jaulas de registro los ratones no disponian de alimento ya que
la interaccién con el mismo, dada la accidn orexigénica de la ghrelina, hubiera afectado su
comportamiento. Antes de la medida de actividad locomotora, los animales se habituaron al
ambiente de registro. Para ello, los ratones fueron transferidos de su jaula hogar a su jaula de
registro exclusiva que, a su vez, se colocéd dentro de la caja de filmacion durante una hora por
dos dias consecutivos antes del dia experimental. En el dia experimental se les administré
solucion vehiculo (n=7) o con 60 pmol/ratén de ghrelina (n=9) en el AHL y se registraron durante
30 minutos los videos de dos cajas en simultaneo. Luego de este tiempo, se devolvid a los
ratones a su jaula hogar y a las dos horas de la inyeccidn se los perfundié para obtener secciones
coronales del encéfalo. Los videos fueron importados a ImagelJ, se muestrearon a ocho cuadros
por segundo y se usaron macros disefiados en el laboratorio para evaluar la distancia total
recorrida, la cual se expresd en centimetros. También en Imagel, se evalud el tiempo en que
cada animal realizd distintas conductas exploratorias, como: excavar, pararse sobre las patas
traseras y saltar, y una conducta no-exploratoria, el acicalamiento. La conducta excavatoria se
determind cuando el animal removia la viruta con las patas delanteras mientras mantenia las
patas traseras separadas. La conducta de acicalamiento se determind cuando el animal se

frotaba la cara y luego el lomo con las patas delanteras, por mas de un segundo.

3. Ensayo de consumo de oxigeno. Aqui se evalud si la administracion de la ghrelina en el AHL

inducia cambios en el metabolismo basal de los animales. El metabolismo basal se infirid a partir
del consumo de oxigeno usando jaulas metabdlicas CLAMS (Comprehensive Lab Animal
Monitoring System - Oxymax, Columbus Instruments, Columbus, UH, USA). El experimento
consistio en canular intra-AHL a ratones WT (n=10) y, luego de la recuperacién post-quirurgica,
colocarlos en las CLAMS durante tres dias. El primer dia fue usado para que los animales se
aclimaten al nuevo ambiente. En el segundo dia se les inyecté solucion vehiculo intra-AHL, y el
tercer dia 60 pmol/ratén de ghrelina intra-AHL. Cada dia, luego de las inyecciones, se monitored
el consumo de oxigeno durante 30 minutos, tiempo durante el cual los animales no tuvieron

acceso a alimento. El consumo de oxigeno se estimd cada 15 minutos y se expresé como
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ml/kg/h. Este experimento fue realizado durante una estadia de investigacion en el laboratorio

del Dr. José Donato Jr. (Instituto de Ciencias Biomédicas, Universidad de Sao Paulo, Brasil).

En todos los ensayos, la solucién de inyeccidn con vehiculo o con ghrelina contuvo LCRa y 0,25%
de fluoro-esferas rojas (Red Fluorecent, Invitrogen, catdlogo F8793) las cuales nos permitieron
identificar el sitio de inyeccién en el tejido post-mortem. En el andlisis se incluyeron solo
aquellos animales en los que se haya observado el trazo de los inyectores hasta 500 um por

arriba del AHL y que solo presenten sefial de fluoro-esferas rojas en dicha regidn.

7.2.2. Estudio de la accesibilidad de la ghrelina fluorescente al AHL

Para estudiar la accesibilidad de la ghrelina al AHL, usamos una variante fluorescente de la
hormona llamada F-ghrelina, la cual hemos usado y validado en trabajos previos del grupo [179].
La F-ghrelina es una variante de la ghrelina que esta conjugada con el fluoréforo DY-647P a
través de la Cys C-terminal. Se realizaron tanto administraciones subcutidneas (SC) como
centrales (ICV) de F-ghrelina. Para las administraciones SC se inyectaron ratones con solucién
vehiculo (n=4) o con 1200 pmol/gr de peso corporal de F-ghrelina (n=3). Para las
administraciones ICV se inyectaron ratones con solucién vehiculo (n=3) o con 60 pmol/gr de F-
ghrelina (n=6). La dosis elegida de F-ghrelina fueron la minima dosis del trazador que pudo ser
visualizada por fluorescencia directa [179]. Los ratones fueron perfundidos luego de 15 minutos
de la inyeccidn y los encéfalos fueron procesados para generar secciones coronales las cuales

fueron observadas por fluorescencia directa.

7.2.3. Respuesta de las neuronas del AHL a la ghrelina sistémica y central

Para conocer las respuestas del AHL a la administracion de ghrelina, se inyectaron ratones WT
con solucién vehiculo o con ghrelina SC o ICV. Para las administraciones SC se inyecté solucion
vehiculo (n=3) o 600 pmol/gr de peso corporal de ghrelina (n=4). Esta dosis induce el consumo
de alimento e incrementa los niveles plasmaticos de ghrelina comparable a los alcanzados
durante unarestriccion caldrica. Para las administraciones ICV se inyectd solucidn vehiculo (n=3)
0 300 pmol/ratdén de ghrelina (n=6). Todos los ratones fueron perfundidos dos horas luego de la
inyeccion y los encéfalos fueron procesados para obtener secciones coronales. Las secciones de
una serie que contenian al AHL fueron sometidas a una inmunotincién cromogénica contra c-

Fos.
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7.2.4. Respuesta de las neuronas que expresan GHSR del AHL a la ghrelina sistémica y central

LGHSR 3 Ja administracion de ghrelina, se inyectaron ratones

Para conocer las respuestas de las AH
GHSR®®FP con solucién vehiculo o con ghrelina SC o ICV. Para las administraciones SC se inyecté
solucién vehiculo (n=3) o 600 pmol/gr de peso corporal de ghrelina (n=6). Para las
administraciones ICV se inyecté solucidn vehiculo (n=3) o 300 pmol/ratén de ghrelina (n=8).
Todos los ratones fueron perfundidos dos horas luego de la inyeccién y los encéfalos fueron

procesados para obtener secciones coronales. Las secciones de una serie que contenian al AHL

fueron sometidas a una inmunotincion cromogénica doble contra c-Fos/eGFP.

7.3. Respuesta de las neuronas AHL®"® a LEAP2 y caracterizacién funcional del péptido

7.3.1. Estudio de los segmentos bioactivos de LEAP2

El primer set de experimentos de esta seccidn se realizd con el objetivo de caracterizar que
region de LEAP2 es bioactiva. Para esto se probaron diferentes variantes moleculares de LEAP2,
y se evalud su capacidad de inhibir la accidn orexigénica de ghrelina en ratones. Se usaron tres
variantes: una correspondiente al péptido maduro (LEAP2(1-40)), otra correspondiente a los
primeros 12 residuos desde el extremo amino-terminal (LEAP2(1-12-NH3)) y una tercera variante
correspondiente a los Ultimos 26 residuos desde el extremo C-terminal del péptido (LEAP2(15-
40-0H)) (Fig, 3). La variante LEAP2(1-12-NHz) no posee los puentes disulfuro presentes en las

otras dos variantes.

LEAP2(1-12-NH,): NleTPFWRGVSLRP-NH,

| |
LEAP2(15-40-OH): ASCRDDSECTTRLCRKRRCSLSVAQE-OH
l |

| 1
LEAP2(1-40): NIeTPFWRGVSLRPIGASCIZRDDSECTTRLCl)RKRRCSLSVAQE—OH

Figura 3. Variantes moleculares de LEAP2 usadas. La figura indica la secuencia de aminoacidos de las tres
variantes de LEAP2 usadas. Las lineas continuas sobre las secuencias indican los puentes disulfuro.
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En particular, el experimento consistié en inyectar a ratones WT via ICV con solucién vehiculo o
con 600 pmoles de LEAP2(1-40), LEAP2(1-12-NH;) o LEAP2(15-40-OH). Luego de 10 minutos, se
les inyectd, también via ICV, solucion vehiculo o 60 pmoles de ghrelina. De esta manera,
quedaron delimitados los siguientes grupos experimentales: vehiculo/vehiculo (n=4),
vehiculo/ghrelina (n=9), LEAP2(1-40)/vehiculo (n=4), LEAP2(1-40)/ghrelina (n=6), LEAP2(1-12-
NH,)/vehiculo (n=5), LEAP2(1-12-NH;)/ghrelina (n=12), LEAP2(15-40-OH)/vehiculo (n=8) y
LEAP2(15-40-OH)/ghrelina (n=8). Finalmente, se les dejo un pellet de comida pre-pesado (~1500
mg) y se evalud el consumo de alimento a los 30, 60 y 120 minutos post-inyeccion de ghrelina o

vehiculo.

Debido a que las sustancias administradas via ICV pueden acceder a mayores regiones del
encéfalo respecto a las administradas a través de vias periféricas, se realizé el mismo disefio
experimental anterior con la diferencia de que todas las inyecciones se realizaron via SC. Las
variantes de LEAP2 se inyectaron a una dosis de 600 pmol/gr peso corporal y la ghrelina a 60
pmol/gr peso corporal. De esta manera, quedaron delimitados los mismos grupos que en el
experimento previo: vehiculo/vehiculo (n=7), vehiculo/ghrelina (n=14), LEAP2(1-40)/vehiculo
(n=4), LEAP2(1-40)/ghrelina (n=5), LEAP2(1-12-NH,)/vehiculo (n=6), LEAP2(1-12-NH,)/ghrelina
(n=12), LEAP2(15-40-OH)/vehiculo (n=5) y LEAP2(15-40-OH)/ghrelina (n=7). Aqui también se les
dejoé a los animales un pellet de comida pre-pesado y se evalud la cinética del consumo de

alimento durante los 30, 60 y 120 minutos post-inyeccion.

Para las variantes de LEAP2 y para la ghrelina se eligieron las dosis de 600 y 60 pmol
respectivamente ya que estudios previos muestran que esta dosis de ghrelina induce el consumo
de alimento en ratones y que la relacién 1:10 entre ghrelina y LEAP2 es suficiente para poner

en evidencia el efecto anorexigénico de LEAP2 [38, 180].

7.3.2. Estudio de la accesibilidad del LEAP2 fluorescente (F-LEAP2) al AHL y a diversas regiones
del encéfalo

Para estudiar la accesibilidad del LEAP2 al AHL se usé una version fluorescente de LEAP2 [lamada
F-LEAP2. Dicha versién fue producida por el laboratorio del Dr. Jacky Marie y consta de los
primeros 17 residuos desde el extremo N-terminal de LEAP2, de manera de mantener la

bioactividad de la molécula. Debido a que unos de los puentes disulfuro del LEAP2 se encuentra
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entre la Cys'’y la Cys?® se usé la estrategia de unir al fluoréforo DY-647P1-maleimida a la Cys®’

de manera de obtener LEAP2(1-17)-DY-657P1 (F-LEAP2) (Fig. 4).

H-Nle-T-P-F-W-R-GV-S-L-R-P-|-G-A-S-C-NH,

N

S—DY-647P1

Figura 4. Estructura primaria del F-LEAP2. La figura indica la estructura del F-LEAP2 incluyendo los 17
residuos aminoacidicos y la posicion del fluoréforo DY-647P1.

Debido a que el F-LEAP2 no se habia usado hasta el momento in vivo, se validé su uso como
trazador evaluando tanto su especificidad de unidén a neuronas que expresan GHSR como su

efecto inhibitorio del consumo de alimento. Para esto se realizaron tres ensayos:

1. Ensayo de unidn de F-LEAP2 a distintas regiones del encéfalo incluyendo el AHL. En este ensayo

se evaluaron las regiones del encéfalo en las que se une F-LEAP2. Para esto, se inyectaron
ratones WT con solucién vehiculo (n=3) o 10 pmol de F-LEAP2 (n=7) via ICV, y 30 minutos luego
de la inyeccidn se los perfundid, se les extrajo el encéfalo y se los procesé para microscopia de
fluorescencia. Se obtuvieron imagenes de fluorescencia a baja y alta magnificacion de 38
regiones del encéfalo y se realizd un analisis cualitativo del pegado de F-LEAP2 en dichas
regiones. La estimacidn cualitativa de la marca fluorescente para cada regién del encéfalo se
realizd considerando tanto la intensidad de la sefial en esa zona como el nimero de células
marcadas, en comparacion con los encéfalos de los animales control. Finalmente, a cada region
analizada se le asignd un estado del siguiente cédigo: +++ sefial alta; ++ sefal moderada; + seial

baja; +/- sefial inconsistente.

2. Ensayo de especificidad de union del F-LEAP2 a neuronas que expresan GHSR. En este ensayo

se evalud la capacidad de F-LEAP2 de unirse a las neuronas que expresan GHSR a través de la
inhibicién de su unién por LEAP2(1-40) o por ghrelina. Para esto, se inyectaron ratones WT via
ICV con solucién vehiculo, 450 pmol de LEAP2(1-40) o 450 pmol de ghrelina e inmediatamente
después se inyectaron con solucién vehiculo o 10 pmol de F-LEAP2. De esta manera, quedaron
conformados los siguientes grupos experimentales: vehiculo/vehiculo (n=3), vehiculo/F-LEAP2
(n=3), LEAP2(1-40)/F-LEAP2 (n=3) y ghrelina/F-LEAP2 (n=3). En este caso no se realizaron los

grupos LEAP2(1-40)/vehiculo y ghrelina/vehiculo ya que se usé el grupo vehiculo/vehiculo como
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control sin ninglin marcador fluorescente. Luego de 30 minutos de las inyecciones, los ratones
fueron perfundidos, se les extrajo el encéfalo y se los procesé para microscopia de fluorescencia

en donde se evalud la presencia o no de marca fluorescente en el nicleo ARC.

3. Ensayo de bioactividad de F-LEAP2. En este ensayo se evalud la capacidad de F-LEAP2 de

inhibir el efecto orexigénico de ghrelina. Para esto se inyectaron ratones WT via ICV con solucion
vehiculo, 10 pmol de LEAP2(1-40) o 10 pmol de F-LEAP2, e inmediatamente después con
solucion vehiculo o 60 pmol de ghrelina. De esta manera, quedaron conformados los siguientes
grupos experimentales: vehiculo/vehiculo (n=4), vehiculo/ghrelina (n=8), LEAP2(1-40)/vehiculo
(n=4), LEAP2(1-40)/ghrelina (n=7), F-LEAP2/vehiculo (n=3) y F-LEAP2/ghrelina (n=8). Luego de la
Ultima inyeccidn, se le dejo a cada ratdn un pellet de comida pre-pesado y se evalué el consumo

de alimento a los 30, 60 y 120 minutos post-inyeccidn.

7.3.3 Estudio de la respuesta de las neuronas del AHL al LEAP2

Para conocer la respuesta del AHL al LEAP2 se administrd via ICV solucién vehiculo (n=5) o 600
pmol de LEAP2(1-40) (n=6) a ratones WT. Luego de esto se le dejé a cada ratdn un pellet de
comida pre-pesado y se evalud el consumo de alimento a los 30, 60 y 120 minutos post-
inyeccion. Finalizado este tiempo se los perfundid y se les extrajo el encéfalo al cual se los

procesd para inmunotincidon cromogénica contra c-Fos.

7.4. Estudio del rol de las neuronas AHL®"® en la modulacién de conductas alimentarias

7.4.1. Estudio de la respuesta de las neuronas AHL®™R a cambios enddgenos de la relacion

ghrelina/LEAP2 plasmadtica

LGHSR

Para conocer la respuesta de las neuronas AH a aumentos enddgenos de ghrelina, se

usaron GHSRe&6FP

a los cuales a un grupo se los mantuvo alimentados (n=4) mientras que a otro
se los expuso a una restriccidn caldrica (n=7) de 60% por cinco dias. Previo a la restriccion
caldrica, se monitored el peso corporal y el consumo nocturno de alimento durante cuatro dias.
Luego se restringid a los animales con el 40% del consumo nocturno por cinco dias consecutivos.

A la mainana del quinto dia, entre las 09:00 y las 11:00 am, se perfundieron todos los animales y
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se extrajo su encéfalo, el cual fue usado para obtener secciones coronales y realizar

inmunotinciones cromogénicas dobles contra c-Fos/eGFP.

7.4.2. Estudio de los efectos conductuales de la expresion de GHSR exclusivamente en el AHL

Se estudié el rol de las neuronas AHL®HSR en la modulacién de las conductas alimenticias de
manera independiente a la administracion de ghrelinay LEAP2. Para esto se indujo la expresion
de GHSR exclusivamente en el AHL usando vectores virales adenoasociados (AAV). Este
experimento consistié en inyectar ratones GHSR™" con AAV que expresan la recombinasa Cre.
La expresion de GHSR en los animales GHSR™" es dependiente de la accién de Cre, de manera
que la inyeccidn de los AAV en el AHL de estos ratones permitira la expresién del receptor
exclusivamente en esta region del encéfalo. Para llevar a cabo este experimento se usaron dos
AAV: un AAV8/hSyn-mCherry-CRE que expresa la Cre y el reportero rojo mCherry bajo el
promotor de la sinapsina humana y un AAV9/U6-shsc-eGFP usado como AAV control, el cual
solo expresa la eGFP bajo el promotor U6. Cada AAV se inyectd estereotdxicamente en el AHL
tanto de ratones WT como de GHSR™" de manera que quedaron configurados los siguientes
grupos experimentales: animales WT con AAV8/hSyn-mCherry-CRE (WT AAV-CRE) o AAV9/U6-
shsc-eGFP (WT AAV-eGFP) y animales GHSR™" con AAV8/hSyn-mCherry-CRE (GHSR™" AAV-CRE)

0 AAV9/U6-shsc-eGFP (GHSR™" AAV-eGFP).

Las inyecciones de los AAV se realizaron con los ratdén anestesiados y dispuestos en un
estereotdxico. Alli se accedié al AHL y se inyectd de manera bilateral con jeringas Hamilton 1 pl
de solucién (0,5 ul por lado) conteniendo 4,6 x108 de particulas virales en el caso de los AAV-
CRE 0 2x10° en el caso de los AAV-eGFP. Luego de la cirugia, se dejé a los ratones descansar por
una semana, tiempo suficiente para que los AAV expresen la Cre (y/o las proteinas reporteras
correspondientes a cada AAV) y se produzca la recombinacidon que permita la expresién de
GHSR. Luego de una semana de realizada la cirugia, se expuso a los ratones a uno de dos

protocolos que evalian conductas alimentarias moduladas por GHSR:

1. Protocolo de hiperfagia inducida por la exposicion a dieta con alto contenido graso (DACG).

Aqui, los ratones (n= 8-16 por grupo) se mantuvieron individualizados y con alimento y bebida
ad libitum durante todo el ensayo. En el dia experimental y durante cuatro dias consecutivos, se

les dio acceso durante dos horas (de 09:00 a 11:00 a.m.) a un pellet de DACG pre-pesado.
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Durante esas dos horas se les retird el alimento usual dejando Unicamente el pellet de DACG.

Finalmente se controld la ingesta de DACG a los 30, 60 y 120 minutos cada dia.

2. Protocolo de exposicidon a sacarina y restriccion caldrica. En el primer dia del protocolo (Fig.

5), alos ratones (n=9-15 por grupo) con comida y bebida ad libitum, se les adiciond una segunda
botella con un volumen conocido de sacarina al 0,1%, ademds de la botella con agua de bebida.
Ambas botellas se dejaron toda la noche y a la mafiana del dia siguiente se calculé el consumo
nocturno de sacarina y de agua de bebida. Esta exposicidn nocturna se realizé con el objetivo de
presentar la solucién de sacarina a los ratones durante la fase del dia donde naturalmente
consumen el mayor volumen de liquido diario. Asi, se esperd que durante la presentacion
nocturna consuman mas sacarina que agua de manera de validar que la sacarina tiene un valor
hedodnico alto y que no es aversiva a las concentraciones de uso. Luego de esto y durante los
siguientes tres dias, durante cuatro horas (11:00 a 15:00 hs p.m.) se les sustrajo el alimentoy se
les afadié una botella con sacarina al 0,1%, ademas de la botella con agua de bebida que ya
tenian. Luego de estas cuatro horas se les repuso el alimento y se calculé el volumen de agua y
de sacarina consumidas. Durante estos tres dias también se calculé el consumo nocturno de
alimento. Al finalizar el tercer dia del protocolo, en lugar de reponer el total del alimento, se
restringio a los ratones al 40% del consumo nocturno promedio. En los siguientes cuatro dias,
se repitiod la exposicidon de sacarina al 0,1% durante cuatro horas y luego de dicha exposicion se
les dejé Unicamente el 40% del alimento. Al finalizar el cuarto dia de restriccién calérica todos
los animales fueron realimentados. Durante todo el protocolo se registré diariamente el peso

corporal y el consumo de agua de todos los animales.

Pasadas cuatro semanas de la administracion de los AAV, los ratones fueron perfundidos, se
extrajo su encéfalo y se procesd para microscopia de fluorescencia. Alli se chequed el sitio de
inyeccion de los AAV y la presencia de sefial en el canal rojo (indicando marca de mCherry) o en
el canal verde (indicando marca de eGFP) en el AHL segun corresponda. Aquellos animales en
los que el trazo del inyector se encontrdé 500 um por arriba del AHL o sin marca fluorescente en

el nucleo no fueron incluidos en el analisis.

—> Sacarina 0,1% overnight
—>» Sacarina 0,1% 4 hs
—> 40% del alimento
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Comida ad libitum Restriccion calorica al 40%
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Figura 5. La figura indica el curso temporal del protocolo de consumo de sacarina y restriccion caldrica en
los animales inyectados con AAV8/hSyn-mCherry-CRE o AAV9/U6-shsc-eGFP.

8. Perfusién y extraccién del encéfalo

A los ratones se los anestesio y se los perfundié transcardialmente con formaldehido al 4%. Para
esto se dispuso a ratones previamente anestesiados sobre la mesa de cirugia en donde se los
sujetd desde las extremidades exponiendo el abdomen hacia arriba. Alli se les realizé una
incision longitudinal sobre el abdomen hasta llegar a la cavidad tordcica. A la altura de la cavidad,
se realizaron dos incisiones laterales lo que permitié exponer el corazén y canular el ventriculo
izquierdo con una aguja 22G conectada a una bomba de perfusion peristéltica. Posteriormente
se realizé una corte en la auricula derecha de manera que la sangre del retorno venoso pueda
salir al exterior y no siga por el circuito pulmonar. Una vez canulado el ventriculo, se dié inicio a
la perfusion la cual consta de dos pasos: primero se inyecté 30 ml de solucién de lavado (PBS
0,01 M pH 7,4 conteniendo 10 Ul/ml de heparina) y segundo se inyecté 45 ml de solucion
fijadora (formaldehido 4% en PBS). Una vez fijados, los cadaveres se decapitaron y se extrajeron
los encéfalos los cual se post-fijaron en formaldehido al 4% durante 2hs. Luego, los encéfalos
se crio-preservaron en una solucién de sacarosa al 20% durante toda la noche. Al dia siguiente,
los encéfalos se congelaron en hielo seco y fueron cortados en 4 series de secciones coronales
de 40 um utilizando un cridstato (Leica, CM1860). Finalmente, cada serie se guardd en solucidn

crio-preservante a -20°C para ser usadas con fines histoldgicos cuando sea necesario.

9. Inmunotinciones

En este trabajo de tesis se realizaron dos tipos de inmunotinciones sobre secciones coronales
del encéfalo: inmunotinciones fluorescentes e inmunotinciones cromogénicas. Para ambos
casos, se realizaron inmunotinciones simples (marcando un solo antigeno) o dobles (marcando

dos antigenos). Todas las inmunotinciones se realizaron con los cortes de encéfalo en flotacion.

9.1. Inmunotinciones fluorescentes

Para las inmunotinciones fluorescentes simples, una serie de secciones coronales de encéfalo se

lavé tres veces con PBS 1X por 10 minutos, en agitacion. Luego, se incubd a las secciones durante
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1h en agitacion con una solucién de bloqueo compuesta por 3% de suero normal de burro y
0,25% de Tritdn-X en PBS. Luego de esto, se incubd al tejido con el anticuerpo primario de interés
durante 48hs a 4°C (Tabla 2). El anticuerpo primario se diluyé en la misma solucién de bloqueo
en la que ya se encontraba el tejido. Pasadas las 48hs de la incubacién con el anticuerpo
primario, las secciones de encéfalo se lavaron 3 veces en PBS 1X por 10 minutos, y luego se las
incubd con una solucidn que contenia el anticuerpo secundario de interés durante 2hs (Tabla
3). Al anticuerpo secundario se lo diluyé en solucion de bloqueo. Luego de esta incubacion, se
volvieron a lavar las secciones en PBS 1X y se montaron secuencialmente en portaobjetos

positivados.

Las inmunotinciones fluorescentes dobles se realizaron de manera similar que las simples con la
diferencia de que ambos anticuerpos primarios utilizados (generados en especies distintas) se
incubaron al mismo tiempo con el tejido. Lo mismo sucedioé con los dos anticuerpos secundarios

utilizados.

9.2. Inmunotinciones cromogénicas

Para las inmunotinciones cromogénicas simples, una serie de secciones coronales de encéfalo
fue lavada tres veces con PBS 1X por 10 minutos, en agitacién. Luego se incubaron con H;0;
(0,5% en PBS) durante 30 minutos con el objetivo de disminuir la actividad de |la peroxidasa
enddgena. A continuacidn, se realizaron 3 nuevos lavados por 10 minutos y se incubé el tejido
en solucion de bloqueo durante 1h. Pasada esa hora, se incubd el tejido con el anticuerpo
primario de interés por 48hs a 4°C (Tabla 2). A las 48hs, se lavd el tejido 3 veces en PBS y luego
se loincubd por 1h en solucion de bloqueo conteniendo el anticuerpo secundario biotinilado de
interés (Tabla 3). Luego de esto, se realizaron nuevamente 3 lavados en PBS y se incubd el tejido
con el complejo avidina-peroxidasa por una hora, Este complejo se unird al anticuerpo
secundario biotinilado a través de la unién entre las avidinas y la biotina. Finalmente, se revelara
la reaccién usando 3,3’-diaminobencidina comercial como sustrato obteniendo un precipitado

marrén (o violeta en el caso que se use NiCl, durante la reaccion).

Las inmunotinciones cromogénicas dobles se realizaron para evidencia la presencia de un
antigeno nuclear y un antigeno citoplasmatico. El procedimiento fue similar a realizar dos
inmunotinciones simples consecutivas en donde en la primera parte se marco el antigeno
nuclear (c-Fos en este caso) y la solucién de revelado contenia NiCl, para obtener la marca

nuclear violeta. Luego de este revelado, se lavé el tejido con PBS y se lo incubd con el segundo
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anticuerpo primario por 48hs a 4°C. Pasadas las 48hs se realizé el segundo revelado sin NiCl,

obteniendo un precipitado citoplasmatico de color marrén.

Anticuerpo 1™

Compainia, Catalogo

Especie hospedadora

Dilucion usada

Molecular Probes, A-6455 Conejo 1:5000 (c)
Anti-eGFP
Vector Lab., BA-0702 Cabra 1:1000 (f)
1:20000 (c)
Anti-c-Fos Santa Cruz, SC-7202 Conejo
1:2000 (f)
1:20000 (c)
Anti-Orexina Phoenix Pharm., H-003-30 Conejo
1:10000 (f)
Anti-TH Santa Cruz, SC-14007 Conejo 1:20000 (c)
Anti-nNOS Zymed Company, 61-7000 Conejo 1:3000 (f)
Anti-MCH Phoenix Pharm., H-070-47 Conejo 1:2000 (f)
Anti-Parvalbimina Swant, PV27 Conejo 1:2000 (f)
Anti-Neurotensina Immunostar, 20072 Conejo 1:1000 (f)
Anti-Somatostatina Sigma Aldrich, MAB354 Rata 1:250 (f)
Dr. Harold Gainer (NIH, Bethesda,
Anti-Oxitocina Raton 1:1000 (f)
USA)
Dr. Eduardo Nillni (Brown
Anti-TRH Conejo 1:1000 (f)
University, USA)
Anti-Galanina Peninsula, T-4330 Conejo 1:1000 (f)

Tabla 2. Caracteristicas generales de los anticuerpos primarios usados tanto para las
inmunotinciones fluorescentes (f) como para las cromogénicas (c).
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. Especie Dilucién
Anticuerpo 2"° Compaiiia, Catalogo
hospedadora usada
Anti-Conejo biotinilado Vector Lab., BA-1000 Burro 1:3000
Anti-Rata conjugado a Alexa
Invitrogen, A-21209 Burro 1:1000
Fluor594
Anti-Conejo conjugado a Alexa
Invitrogen, A-21207 Burro 1:1000
Fluor594
Anti-Ratén conjugado a Alexa
Molecular Probes, A21203 Burro 1:1000
Fluor594
Anti-Cabra conjugado a Alexa Life Technologies, A11055 Burro 1:1000
Fluord88

Tabla 3. Caracteristicas generales de los anticuerpos secundarios usados tanto para las
inmunotinciones fluorescentes como para las cromogénicas.

10. Montaje y procesamiento de las muestras

Luego de la inmunotincidn cromogénica, las secciones coronales se montaron secuencialmente
en portaobjetos positivados. Luego, estas secciones se deshidrataron en concentraciones
crecientes etanol por 2 minutos cada una (70°, 96° y 100°) y posteriormente se incluyeron en
xileno por 30 minutos. Finalmente, se colocé sobre las muestras un cubreobjetos con medio de
montaje (Balsamo de Canadd) para su posterior observacion al microscopio éptico. En el caso
de la inmunotincion fluorescente, a las muestras se las montd con una solucidn protectora ante

el foto-blanqueamiento (DABCO + Hoescht) y se conservaron a 4°C con el mismo fin.

11. Obtencién de imagenes

Para adquirir las imagenes de campo claro se empleé un microscopio Nikon Eclipse 50i el cual

tiene acoplada una camara digital Nikon DS-Ril y posee objetivos 10x/0,3 y 40x/0,95.

Las imagenes de fluorescencia se obtuvieron con un microscopio Zeiss Axio Observer D1
acoplado a un médulo de iluminacidn estructurada Apotome.2., una cdmara monocromatica
Axiocam 506 y objetivos 10x/0,45 y 40x/0,95. Los filtros de emision de fluorescencia usados

fueron de 400-500 nm para el Alexa Fluor 488 (excitacion a 450-490 nm), 665-715 nm para la F-
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ghrelina o el F-LEAP2 (excitacion 625-655 nm), 570-640 nm para el Alexa 594 o el tdTomato
(excitacién 533-558 nm) y 420-470 nm para el Hoechst (excitacidon 335-383 nm).

En todos los casos las imagenes fueron capturadas a baja y alta magnificacién, en 16 bit y en

formato tif. Todas las imagenes fueron analizadas mediante el software Imagel.

12. Anadlisis neuroanatdmico cuantitativo

Para los analisis neuroanatdmicos cuantitativos se uso el Atlas del cerebro de ratén de Paxinos
y Franklin [176] el cual se usd para marcar los limites neuroanatémicos de las regiones

estudiadas e identificar la secuencia anteroposterior de las secciones de encéfalo.

12.1. Cuantificacion de células inmunorreactivas

Las cuantificaciones se realizaron sobre células inmunorreactivas (IR) provenientes de las

inmunotinciones y fueron de tres tipos:

-Cuantificacion de células IR totales en toda la regién estudiada: en ciertos casos se quiso

conocer el niUmero total de células en toda la region estudiada. Para esto se cuantificé el nimero
de células IR en 1 de las 4 series de secciones coronales. A este valor se lo multiplicé por 4 para
obtener el numero total de células IR en todo el encéfalo y se corrigié por el factor de
Abercrombie el cual se obtiene a partir de la férmula T/(T+h) en donde T es el espesor del corte
y h es el didmetro medio de la célula o el nucleo. El diametro se obtuvo a partir de promediar

valores de al menos 30 células.

-Cuantificacién de co-localizaciones entre dos marcas: en el caso de las inmunomarcaciones

dobles, se calculd el numero total de células IR para cada una de las marcas y el nimero total de
células IR para ambas marcas (co-localizaciones). Luego se calculé porcentaje de co-

localizaciones respecto al total de células IR para una de las marcas.

-Cuantificacién de células IR promedio por seccion coronal en la regidon estudiada: en este caso

se cuantificd el nimero de células IR para la marca en la regién de interés para todas las

secciones, y luego se calculé el promedio de células IR por seccion.
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12.2. Cuantificacion de intensidad de fluorescencia

En el caso del andlisis de la intensidad de sefial fluorescente en el encéfalo de los animales
inyectados con F-ghrelina, se obtuvieron imagenes a color de 16-bit tanto del ARC como del AHL
de animales inyectados con F-ghrelina o con solucién vehiculo, tanto por via SC como ICV. Con
el software Imagel, se cuantifico la intensidad media de pixeles tanto en el ARCy como el AHL.
A los valores obtenidos para el ARC y el AHL se los normalizé por la intensidad media obtenida
en una region control sacada en la misma seccién de tejido, y de esta manera se corrigio la

contribucion de la auto-fluorescencia del tejido.

13. Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos se realizé con el software GraphPad Prism 9. En todos
los casos se evalud si los datos poseian distribucién normal y varianzas homogéneas. La
distribucién normal de los datos se evalud con el test de D’Agostino-Pearson y la homogeneidad
de las varianzas se evalud con el test de Barlett. En el caso de datos con distribuciones normales,
se reportd la media * error estandar de la media (EEM) y se uso el test de ROUT (de robust
regression and outlier removal) para la identificacién de outliers. Para las pruebas de hipdtesis,
se realizd una prueba t de Student cuando se compararon dos grupos experimentales y un
analisis de la varianza (ANOVA) cuando se compararon 3 o0 mas grupos. Se us6 el ANOVA de una
via cuando hubo una sola variable independiente (o factor) y el ANOVA de dos vias cuando hubo
dos variables independientes. Como test post hoc de comparaciones multiples del ANOVA se

usaron el test de Tukey o el de Bonferroni.

En el caso de los datos con distribuciones no normales, se reportd la mediana * rango
intercuartilico. Para las pruebas de hipdtesis se realizd un test de Mann-Whitney cuando se

compararon dos grupos y un test de Kruskal-Wallis cuando se compararon tres o mds grupos.

Los valores de los parametros, los grados de libertad y la significancia estadistica de los test se
indican en cada figura. Lo mismo se realizd con el valor de la interaccion y cada uno de los

factores en los ANOVA.
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RESULTADOS

1. Caracterizacidn neuroanatdmica de las neuronas AHLGHSR

1.1. Estudio de la distribucién neuroanatémica de las células AHLCHSR

En el laboratorio de Neurofisiologia del IMBICE contamos con varias lineas de animales
genéticamente modificados que nos permiten estudiar distintos aspectos de la fisiologia de
GHSR. Uno de estos modelos es el ratén GHSR®C™" el cual expresa la eGFP bajo el control del
promotor de GHSR (Mani et al., 2014). Este animal permite que las neuronas que expresan GHSR
se vean de color verde en un microscopio de epifluorescencia. La eGFP se puede observar bajo
fluorescencia directa o realizando una inmunotincidn contra eGFP. El uso de una u otra
estrategia no cambia el nimero de neuronas marcadas (Mani et al., 2014). El ratén GHSR®C"P
fue usado en diversos experimentos de esta tesis ya que nos permitié estudiar tanto aspectos

morfolégicos como funcionales de las neuronas que expresan GHSR del AHL.

Lo primero que se hizo fue estudiar la expresidon de GHSR en el AHL a través de ISHH contra el
ARNm de GHSR. Para esto se usaron muestras provenientes del laboratorio del Dr. Jeffrey
Zigman, las cuales consisten en secciones de encéfalo que contienen el AHL de ratones WT, y
que fueron sometidas a una ISHH contra el ARNm de GHSR y a una coloracién de Nissl para
identificar los nucleos celulares. En estas muestras se evidencio la presencia de marca positiva
en el AHL (Fig 6A). Por otro lado, se obtuvieron imagenes del Allen Mouse Brain Atlas
correspondientes a una ISHH contra el ARNm de GHSR. Aqui también se evidencié la presencia

del ARNm contra GHSR en el AHL (Fig. 6B).

Luego, se estudié la expresién de eGFP en los ratones GHSR®®. Primero se evidencié la

LeGFP

presencia de neuronas AH por fluorescencia directa (Fig. 6C) y una vez que se observo esto

ReGFP

sevalidé que la expresion de eGFP en el AHL de los ratones GHS coincidiera con la expresion

de GHSR. Para esto se analizaron muestras provenientes del laboratorio del Dr. Jeffrey Zigman

las cuales corresponden a cortes de cerebro de ratones macho GHSR®®FP

que poseen una ISHH
contra el ARNm de GHSR y una inmunotincion cromogénica contra eGFP (Fig. 6D). En estas
muestras se cuantificé en el AHL el nimero de neuronas eGFP+y el nimero de granulos de plata
depositados sobre cada célula eGFP+. Para conocer qué numero de granulos de plata
depositados sobre una célula indican sefial positiva, se calculé el nimero de granulos de plata

en el drea correspondiente a una célula en una regidn control del encéfalo que no posee
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expresion de GHSR. En esta regidn el nimero de granulos de plata en el rea correspondiente a
una célula fue de 0,49. Asi se tomd como criterio que tres veces por arriba de este valor
corresponde al numero de granulos de plata en una célula positiva para GHSR. De esta manera,
se encontro que el 785 % de las neuronas eGFP+ del AHL resultaron positivas para la hibridacién
in situ contra GHSR indicando que un ~22% de las eGFP+ del AHL no expresan niveles de ARNm

de GHSR en niveles detectables en nuestro ensayo.

Con el objetivo de conocer la morfologia y distribucién de estas neuronas a lo largo del nucleo,
se realizaron inmunotinciones cromogénicas en cortes coronales de una serie de cerebros de
animales GHSR®®"P, y se cuantificé el nimero total de neuronas eGFP+ en el AHL. La mayoria de
las células mostraron un soma ovoide de 10,0£0,2 um con dos o tres ramificaciones de fibras,
independiente del nivel rostro-caudal (Fig. 6E). Finalmente, el analisis cuantitativo revelo la

presencia de 815+177 células AHL®®FP en todo el AHL de cada ratdn (Fig. 6F).
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Figura 6. Analisis neuroanatomico de las neuronas AHL®"R, Los Paneles A-D representan secciones
coronales del encéfalo que contienen un grupo de regiones hipotalamicas incluyendo el AHL. Cada panel
muestras a células que expresan GHSR identificadas a través de diferentes técnicas: A) ISHH conta ARNm
de GHSR y tincidon de Nissl en ratones WT. B) ISHH contra ARNm de GHSR en ratones WT. Esta imagen fue
obtenida del sitio web del Allen Mouse Brain Atlas. C) Inmunomarcacion fluorescente contra eGFP en
ratones GHSR®®"". D) ISHH contra ARNm de GHSR e inmunomarcacién cromogénica contra eGFP en
ratones GHSR®®*", E| Panel E muestra tres imagenes representativas a alta magnificaciéon de células
AHLESP? pertenecientes a ratones GHSRP con dos o tres fibras ramificadas. El Panel F indica el analisis
cuantitativo del nimero de células AHL®®™" de ratones GHSR®*". Los datos se muestran como la media
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EEM. En todos los casos, las cufias en las imagenes indican células AHL®"® detectadas por cada
metodologia. Los insertos muestran imagenes de alta magnificacion correspondientes a las areas
indicadas en las imagenes de baja magnificacién. Barras de escala: 100 um en las imagenes de baja
magnificacion y 10 um en las imagenes de alta magnificacion.

1.2. Estudio del agrupamiento de las neuronas AHL®HSR

Por otro lado, se estudid si existia algtin tipo de agrupamiento espacial de las neuronas AHL®CP.
Esto se realizd dado que algunas poblaciones neuronales del AHL poseen diferentes funciones y
a su vez se encuentran espacialmente separadas entre si [181, 182]. Para esto, se usé el
algoritmo DBSCAN (Fig. 7A-D). Con dicho andlisis no se encontraron evidencias de que las

neuronas AHL®P formen grupos dentro del AHL.

Figura 7. Distribucidon tridimensional de las neuronas que expresan GHSR del AHL. El Panel A muestra
una representacion tridimensional de la posicién de todas las neuronas AHL®®*" de un animal GHSR®®""
(indicadas como esferas violetas). Los Paneles B, C y D representan vistas de dicha representacion desde
diferentes angulos. Los insertos en cada panel indican representaciones contextuales de menor
magnificacion de las imagenes principales. El Panel B muestra una vista inclinada frontal de la
representacion tridimensional. Las flechas indican cc: cuerpo calloso, fx: fdornix, mt: tractos
mamilotaldmicos, v: sistema ventricular, opt: tractos épticos y AHL®™: neuronas que expresan GHSR en
el AHL. El Panel C muestra una vista frontal y el Panel D una vista en planta de la representacion
tridimensional.

Luego, se compard cualitativamente si la distribucién espacial entre las AHL®®F? estaba

conservada entre ambos animales estudiados. Para esto, se corregistraron las neuronas AHL®®FP
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de los dos animales estudiados en un mismo sistema de coordenadas correspondiente al del
Allen Mouse Brain Common Coordinate Framework (CCF). Se observé que ambos sets de datos

fueron congruentes tanto en el plano XY, XZ y YZ indicando que no hay diferencias en la

GFP

distribucién de neuronas AHL®*"" entre ambos animales (Fig. 8).

J:'\ ® Neuronas eGFP+ de data set1
® Neuronas eGFP+ de data set 2

Figura 8. Comparacion de la distribucion tridimensional de las neuronas que expresan GHSR del AHL en
dos animales GHSR®®" distintos. Se mapeé la distribucién tridimensional de las neuronas que expresan
el GHSR en el AHL de dos animales GHSR®®" distintos usando como coordenadas de referencia un
descriptor de la superficie del encéfalo perteneciente al Allen Brain Atlas. Las esferas azules y amarillas
representan las neuronas que expresan GHSR del AHL, perteneciendo cada color a neuronas de animales
distintos. Los insertos en cada panel indican representaciones contextuales de menor magnificacion de
las imagenes principales. El Panel A muestra una vista frontal, el Panel B una lateral y el Panel C una vista
en planta de la representacion tridimensional. Las coordenadas espaciales se indican como L: izquierda,
R: derecha, A: anterior, P: posterior, D: dorsal, V: ventral.

LGHSR yalidan el uso del animal

Estos resultados confirman la presencia de neuronas AH
GHSR®S"? para estudiar las neuronas AHLS"SR e indican que estas se ubican de manera

uniforme en el AHL sin constituir subgrupos.
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1.3. Caracterizacion fenotipica de las neuronas AHL®HR

Como fue comentado en la Introduccion de esta Tesis, el AHL posee una gran diversidad de
tipos celulares segun los neurotransmisores, neuropéptidos y otros marcadores moleculares
que estas células expresan. Con el objetivo de conocer cual de estos tipos neuronales expresa
GHSR, se anestesiaron y perfundieron ratones GHSR®®"?, a los cuales luego se les extrajeron los
cerebros, estos se congelaron y posteriormente cortaron en un criostato en cuatro series
secuenciales. Luego, sobre distintas series, se realizaron inmunotinciones fluorescentes dobles

contra eGFP y contra distintos marcadores neuronales del AHL.

Los marcadores usados fueron: orexina, MCH, somatostatina, TRH, parvalbumina, galanina,

oxitocina, neurotensina y la enzima éxido nitrico sintasa neuronal (nNOS). Se observé que una

LeGFP

subpoblacién de las neuronas AH son positivas para neurotensina (21 % de las neuronas

eGFP+) (Fig. 9A) y para nNOS (8+1 % de las neuronas eGFP+) (Fig. 9B). Las neuronas AHL®C"P
positivas para nNOS se distribuyeron un 79,7+11,9 % en el AHL tuberal y un 20,3+ 11,9 % en el
AHL posterior, mientras que no se encontraron en el AHL anterior. Por otro lado, todas las

LeGFP

neuronas AH positivas para neurotensina se ubicaron en el AHL tuberal.

GHSR-eGFP

GHSR-eGFP

Figura 9. Una subpoblacion de las neuronas que expresan GHSR en el AHL son neurotensina+ y nNOS+.
Cada panel indica la marcacion fluorescente doble contra eGFP y contra distintos neuropéptidos en el AHL
de animales GHSR®®™. La figura izquierda en cada panel es una imagen representativa del AHL marcado
con un anticuerpo anti-eGFP en verde. La figura central en cada panel es una imagen representativa del
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AHL marcado con neurotensina (Panel A) o nNOS (Panel B). La figura derecha en cada panel es unaimagen
representativa del AHL mostrando el merge entre ambas sefiales. En los insertos se muestran imagenes
de alta magnificacién correspondientes a las regiones marcadas con un rectangulo en las imagenes de
baja magnificacidn. El férnix (fx) se indica en todos los paneles a modo de referencia neuroanatémica.
Barras de escala: 100 um en las imagenes de baja magnificacion y 10 um en las imagenes de alta
maghnificacion.

A diferencia de neurotensina y nNOS, no se encontraron colocalizaciones entre eGFP y el resto
de los marcadores estudiados por inmunotincion fluorescente, indicando que las neuronas que

expresan GHSR del AHL no expresan ninguno de estos neuropéptidos (Fig. 10).
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Figura 10. Caracterizacién fenotipica de las neuronas que expresan AHLSMSR. Cada panel indica la
marcaciéon fluorescente doble contra eGFP y contra distintos neuropéptidos en el AHL de animales
GHSR®®*". La figura izquierda en cada panel es una imagen representativa del AHL marcado con un
anticuerpo anti-eGFP en verde. La figura central en cada panel es una imagen representativa del AHL
marcado con distintos anticuerpos en rojo. La figura derecha en cada panel es una imagen representativa
del AHL mostrando el merge entre ambas sefiales. En los insertos se muestran imagenes de alta
magnificacion correspondientes a las regiones marcadas con un rectdngulo en las imagenes de baja
maghnificacion. El férnix (fx) se indica en todos los paneles a modo de referencia neuroanatémica. Barras
de escala: 100 um en las imagenes de baja magnificacion y 10 um en las imagenes de alta magnificacion.

LeGFP son GABAérgicas se cruzo al

Por otro lado, con el objetivo de conocer si las neuronas AH
ratdn GHSR™ con el Gad2“®*/Rosa26' ™™t | cudl expresa la proteina fluorescente
tdTomato bajo el control del promotor de Gad2, un marcador de una subpoblacion de neuronas
gabaérgicas. Los animales obtenidos de esta cruza son GHSR®®?/Gad2®/*/Rosa26'Tomat0  |og
cuales expresan eGFP en las neuronas positivas para GHSR y tdTomato en las neuronas positivas
para Gad2. Los animales de este genotipo fueron anestesiados y perfundidos, se extrajo su
encéfalo, se congeld y cortd en cuatro series coronales. En una de dichas series se realizé una
inmunotincion fluorescente contra eGFP. Los cortes se montaron en portaobjetos y se
observaron bajo un microscopio de fluorescencia. En este caso, tdTomato se visualizd por

fluorescencia directa sin necesidad de inmunotincion. Finalmente, no se observaron

colocalizaciones entre las neuronas que expresan Gad2 y las AHL®®F? (Figura 11).

GHSR-eGFP

Figura 11. Las neuronas Gad2 del AHL de ratones GHSR®®""/Gad2*/*/Rosa26' 7™ no expresan GHSR.
La figura muestra una imagen representativa de un corte coronal del AHL de un animal
GHSR®®"?/Gad2¢/*/Rosa26'™°™ sometido a una inmunotincién fluorescente contra eGFP. La imagen de
la izquierda muestra la sefial correspondiente a la marcacion contra eGFP en el AHL. La figura central
muestra la sefial correspondiente a tdTomato en el AHL. La figura de la derecha muestra la sefial
correspondiente al merge entre ambas sefiales. El fornix (fx) se indica a modo de referencia
neuroanatdémica. Barras de escala: 100 um en las imagenes de baja magnificaciény 10 um en las imagenes
de alta magnificacion.
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Estos resultados indican que una fraccién de las AHL®SP del GHSR®®FP son neurotensina+ y
otra fraccion son nNOS+. A su vez las AHL®®"? no resultaron positivas para otro conjunto de

marcadores dentro del AHL.

2. Respuesta de las neuronas AHL®HR a ghrelina

2.1. Caracterizacién funcional de las neuronas AHLCHSR

2.1.1. Estudio de la respuesta de las neuronas AHL®"R a la administracién local de ghrelina

Luego de caracterizar anatémicamente a las células AHL®HSR, decidimos estudiar las implicancias
fisioldgicas de la accidn de la ghrelina en el AHL. Para esto se inyectd solucidn vehiculo o ghrelina
(30 pmol ghrelina/lado) de manera bilateral en el AHL de animales WT (Fig. 12A) y se evalué el
consumo de alimento durante 120 minutos post-inyeccion. Los animales de ambos grupos
comenzaron el experimento con pesos corporales similares (23,70+1,27 gr. vehiculo intra-AHL
vs. 24,65+1,09 gr. ghrelina intra-AHL) (Fig. 12B). Se observd que la ghrelina intra-AHL indujo un
pico de consumo de alimento a los 30 minutos post-inyeccion respecto al grupo vehiculo
(201,00£43,05 mg. ghrelina intra-AHL vs. 19,60+12,47 mg. vehiculo intra-AHL) (Fig. 12C). Dicho
consumo disminuyd progresivamente a los 60 y 120 minutos post-inyeccién, siendo las
diferencias con el grupo control no significativas a estos tiempos. La sumatoria del consumo
total de alimento durante los 120 minutos post-inyeccién indicd que la ghrelina indujo
significativamente el consumo de alimento durante todo este tiempo respecto al grupo control

(318,74£87,4 mg. ghrelina intra-AHL vs. 59,4+32,0 mg. vehiculo intra-AHL) (Fig. 12D).
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Figura 12. La administracion de ghrelina en el AHL de animales alimentados ad libitum induce el
consumo de alimento. El Panel A muestra una imagen representativa de un corte de encéfalo donde se
indica con lineas rojas el trazo realizado por los inyectores hasta llegar al AHL. El Panel B indica los pesos
corporales de los animales inyectados con solucién vehiculo (n=5) o con ghrelina (n=6) en el AHL. El Panel
Cindica el consumo de alimento a los 30, 60 y 120 minutos post-inyeccion de solucién vehiculo o ghrelina
para cada grupo experimental. El test estadistico realizado fue un ANOVA de dos factores seguido por el
post-test de Bonferroni. El recuadro ubicado abajo del gréfico indica el valor del F, los grados de libertad
y el valor de p correspondientes a cada factor (tiempo y tratamientos) como también para la interaccion
entre ellos (tiempo x tratamiento). Sobre el grafico de curvas se indica el valor de p del post-test
correspondiente a la comparacién entre ghrelina intra-AHL vs. vehiculo intra-AHL. El Panel D indica el
consumo de alimento acumulado durante los 120 minutos para cada grupo experimental. Tanto para el
grafico mostrado en el Panel A como para el del Panel C se realizd un test de Student no pareado. El
recuadro ubicado debajo de ambos gréficos indica el valor de t, el grado de libertad y el valor de p
correspondientes al test. Sobre el grafico de barras del Panel C se indica el valor de p del post-test
correspondiente a la comparacién entre vehiculo y ghrelina intra-AHL. Todos los valores se expresan como
media + EEM.

Se ha reportado que la activacidn del AHL estimula diversas conductas entre las que se incluyen
un aumento de la locomocidn general, de conductas apetitivas y consumatorias, entre otras.
Dichos comportamientos también han sido atribuidos a la accidon de ghrelina tanto en el
hipotdlamo como sobre la via mesolimbica. Debido a esto, se evalud si la ghrelina administrada
en el AHL era suficiente para inducir alguna de las conductas ya reportadas. Para esto se inyectd
solucién vehiculo o ghrelina (30 pmol ghrelina/lado) de manera bilateral en el AHL de animales
WT vy se registraron sus conductas en videos que luego fueron analizados digitalmente. Los

animales de ambos grupos comenzaron el experimento con pesos corporales similares (25,95 *
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1,35 gr. vehiculo intra-AHL vs. 24,73 + 0,99 gr. ghrelina intra-AHL) (Fig. 13A). Se observo que la
ghrelina intra-AHL indujo un aumento en la actividad locomotora durante el segundo (234+42
cm. vehiculo intra-AHL vs. 426178 cm. ghrelina intra-AHL) y el tercer (236134 cm. vehiculo intra-
AHL vs. 423+72 cm. ghrelina intra-AHL) minuto post-administracion en comparacién con el
grupo control (Fig. 13B). La sumatoria de la actividad locomotora total durante la sesidn no
mostré diferencias entre los grupos experimentales (4790+343 cm. vehiculo intra-AHL vs

58711731 cm. ghrelina intra-AHL) (Fig. 13C).
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Figura 13. La ghrelina administrada en el AHL induce aumentos en la locomocidn. El Panel A indica los
pesos corporales de los animales inyectados con solucion vehiculo (n=7) o con ghrelina (n=9) en el AHL. El
Panel B indica la distancia recorrida por los animales de ambos grupos experimentales a lo largo de 30
minutos post-inyeccién. El test estadistico realizado fue un ANOVA de dos factores seguido por el post-
test de Bonferroni. El recuadro ubicado abajo del gréfico indica el valor del F, los grados de libertad y el
valor de p correspondientes a cada factor (tiempo y tratamientos) como también para la interaccién entre
ellos (tiempo x tratamiento). Sobre el grafico de curvas se indica el valor de p del post-test
correspondiente a la comparacion entre ghrelina intra-AHL vs. vehiculo intra-AHL. El Panel C indica la
distancia recorrida acumulada a los 30 minutos post-inyeccién de los animales de ambos grupos
experimentales. Tanto para el grafico mostrado en el Panel A como para el del Panel C se realizd un test
de Student no pareado. El recuadro ubicado debajo de ambos graficos indica el valor de t, el grado de
libertad y el valor de p correspondientes al test. Todos los valores se expresan como media + EEM.

Ademas de la actividad locomotora, se cuantificd el tiempo que los animales excavaron en la
viruta durante los 30 minutos post-inyeccidn de vehiculo o ghrelina intra-AHL. Esta conducta se
evalué para estudiar la magnitud de un comportamiento exploratorio en estos animales. La
cuantificacion indicd que no se encontraron diferencias significativas en el tiempo que los

animales de ambos grupos experimentales excavaron en la viruta (2,8+1,0 vehiculo intra-AHL vs.

64



5,7%1,5 ghrelina intra-AHL minutos) (Fig. 14B) como tampoco en la cinética de esta conducta a
lo largo de los 30 minutos de sesion (Fig. 14A). En el mismo sentido, tampoco se encontraron
diferencias en el tiempo que los animales realizaron el resto de los comportamientos registrados
durante la exploracién conductual, a saber: el tiempo de desplazamiento (11,61+0,90 vs.
13,50+1,08 minutos), de exploracidon vertical (8,43+1,76 vs. 6,47+0,95 minutos), de
acicalamiento (4,77%1,33 vs. 2,18+0,71 minutos), de saltos (0,49+0,31 vs. 0,27+0,20 minutos) o
de posicion de alerta (2,43+1,57 vs. 2,57+0,79 minutos) entre los animales inyectados con
vehiculo intra-AHL y ghrelina intra-AHL respectivamente. En el mismo sentido, tampoco se
encontraron diferencias significativas en el consumo de Oz luego de la inyeccidn de ghrelina o

vehiculo intra-AHL para ningun tiempo post-inyeccion (Fig. 14C).
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Figura 14. La administracion de ghrelina en el AHL no induce cambios en las conductas de excavacion ni
en el consumo de oxigeno. El Panel A indica el tiempo que los animales inyectados con vehiculo intra-
AHL (n=7) o ghrelina intra-AHL (n=9) realizaron conductas asociadas a la busqueda de alimento a largo de
30 minutos post-inyeccidn. El test estadistico realizado fue un ANOVA de dos factores seguido por el post-

65



test de Bonferroni. El recuadro ubicado abajo del grafico indica el valor del F, los grados de libertad vy el
valor de p correspondientes a cada factor (tiempo y tratamientos) como también para la interaccién entre
ellos (tiempo x tratamiento). El Panel B indica el tiempo acumulado de conductas de excavacién. El test
estadistico realizado fue un test de Student no pareado. El recuadro ubicado debajo de ambos graficos
indica el valor de t, el grado de libertad y el valor de p correspondientes al test. El Panel C indica el analisis
cuantitativo del consumo de oxigeno a los 15 y 32 minutos post-inyeccién de solucién vehiculo o ghrelina
intra-AHL. El test estadistico realizado fue un ANOVA de dos factores seguido por el post-test de
Bonferroni. El recuadro ubicado a la derecha del grafico indica el valor del F, los grados de libertad y el
valor de p correspondientes a cada factor (tiempo y tratamientos) como también para la interaccién entre
ellos (tiempo x tratamiento). Todos los valores se expresan como media + EEM.

Estos resultados indican que la administracién de ghrelina en el AHL induce aumentos en el
consumo de alimento y la locomocién general en ratones WT, pero no en otras conductas

exploratorias ni en el consumo de O,.

2.1.2. Circuito neuronal activado por la accion de ghrelina en el AHL

Posteriormente se decidid estudiar que regiones del encéfalo respondian a la administracion
de ghrelina intra-AHL. Para esto, se obtuvieron los encéfalos de los animales inyectados con
vehiculo o ghrelina intra-AHL, y se procesaron para inmunomarcacién doble contra c-Fos y
orexina o c-Fos y TH. Estas ultimas dos marcaciones se realizaron con el objetivo de estudiar si
existian aumentos de cFos en las neuronas orexina+ del AHL y/o en las neuronas TH+ de la via
mesolimbica, las cuales actian como marcadoras de las neuronas dopaminérgicas
pertenecientes al VTA. La cuantificacién indicé que la ghrelina administrada intra-AHL indujo un
aumento en la proporcion de neuronas de orexina cFos+ en el AHL (0,9 £ 0,2 % vehiculo intra-
AHL vs. 4,6 + 1,4 % ghrelina intra-AHL) aunque no cambid el nimero de células cFos+ en dicha
regién (57,5 + 5,6 células/seccién vehiculo intra-AHL vs. 62,4 + 3,9 células/seccion ghrelina intra-

AHL) (Fig. 15).

66



A [Vehiculo intra-AHL||Ghrelina intra-AHL
g s 2 i I
T Sivio L = s
< El"
- :
v > -
B 100+ C 15+
i| — . 0.0377
<5 807 Q + 8
§ 3 o £ % 104 -
+ & 601 g0 oo
(o] ® oo Oo
L © n c
F R g 5 i+
NG S w 5+
B o o 3o
2o 201 O3 o
B= = ) o
o
0 T T 0__@-9 8|
Vehiculo Ghrelina Vehiculo Ghrelina
Student’s test Student’s test
t(Df) 0,743 (14) t (Df) 2,295 (14)

p valor

0,469

p valor

0,037

Figura 15. La administracion de ghrelina en el AHL induce aumentos en porcentaje de células
cFos+/orexina+ en el AHL. El Panel A muestra una imagen representativa de una seccion coronal de
encéfalo que contiene al AHL correspondiente a animales inyectados con vehiculo (n=7) o con ghrelina
(n=9) intra-AHL. Las imagenes a alta magnificacion corresponden a los recuadros indicados en la imagen
de baja magnificacion. En las primeras se indican con cabezas de flecha células cFos+ (marcas negras) o
células orexina+ (marcas marrones) y con flechas enteras células cFos+/orexina+. Barras de escala: 100
pUm en lasimdagenes de baja magnificacion y 10 um en las imagenes de alta magnificacion. El Panel B indica
la cuantificacion del numero de células cFos+ por seccién coronal en el AHL de animales pertenecientes a
ambos grupos experimentales. El Panel Cindica la cuantificacion del porcentaje de células cFos+/orexina+
en el AHL de animales pertenecientes a ambos grupos experimentales. Tanto para el Panel B como para
el C el test estadistico realizado fue un test de Student no pareado. El recuadro ubicado debajo de ambos
graficos indica el valor de t, el grado de libertad y el valor de p correspondientes al test. Sobre el grafico
de barras del Panel C se indica el valor de p del post-test correspondiente a la comparacion entre grupos.
Todos los valores se expresan como media + EEM.

Debido a que el AHL envia y recibe proyecciones de diversas regiones del encéfalo, se estudié
si la administracién de ghrelina en el AHL inducia cambios en el nimero de neuronas cFos+ en
dichas zonas, muchas de las cuales estan involucradas en el control del consumo de alimento
[183]. Las regiones analizadas fueron el nicleo accumbens (Acb), el nucleo del lecho en la estria
terminal (BNST), el nucleo paraventricular del hipotdlamo (PVN), la habénula lateral (LHb), el
nucleo paraventricular del tdlamo (PVT), el nucleo arcuato (ARC), la amigdala central (CeA) y el

area ventral tegmental (VTA). El analisis cuantitativo indicd que la ghrelina indujo un aumento
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significativo de células cFos+ en el ARC (25,4 + 5,0 células/lado vehiculo intra-AHL vs. 54,9 £ 11,2

células/lado ghrelina intra-AHL) pero no en las demas regiones del encéfalo analizadas (Fig. 16).
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Figura 16. La administracion de ghrelina en el AHL induce aumentos de células cFos+ en el ARC. Los
paneles ubicados a la izquierda (A1-G1) indican esquemas representativos de las distintas regiones del
encéfalo obtenidas del Atlas del cerebro de ratdn de Paxinosy Franklin (2001). Los paneles centrales (A2-
G2) muestran imdgenes representativas de cortes coronales de distintas regiones del encéfalo con
inmunohistoquimica cromogénica contra cFos, TH y orexina, de animales inyectados con vehiculo o con
ghrelina intra-AHL. Las imagenes a alta magnificacién corresponden a los recuadros indicados en la
imagen de baja magnificacidn. Barras de escala: 100 um en las imagenes de baja magnificacion y 10 um
en las imdagenes de alta magnificacion. Los paneles ubicados a la derecha (A3-G3) indican las
cuantificaciones del nimero de células cFos+ por seccién para ambos grupos experimentales. El test
estadistico realizado fue un test de Student no pareado o un test de Mann-Whitney segun corresponda.
Los recuadros ubicados en la extrema derecha indican el valor de t (o de U), el grado de libertad y el valor
de p correspondientes al test realizado. Los valores en los graficos de barras se expresan como media *
EEM (A3, B3, D3, F3 y G3) o mediana * rango intercuartilico (C3 y E3).

Estos resultados indican que la administracion de ghrelina en el AHL aumenta el nimero de

células c-Fos+ en el ARCy de la proporcion de células de orexina c-Fos+ en el AHL.

LGHSR

2.1.3. Estudio de la respuesta de las neuronas AH a la administracion local de ghrelina en

animales con el ARC lesionado

Debido a que la ghrelina administrada intra-AHL induce un aumento de células c-Fos+ en el ARC,
se decidié estudiar el rol de este nucleo en mediar el consumo de alimento inducido por la
administraciéon de ghrelina en el AHL. Para esto se realizaron experimentos en donde se inyectd
solucién vehiculo o ghrelina en el AHL de animales nalve o con el ARC lesionado. Dicha lesién se
realizd a través de la administracion de MSG via subcutdnea en animales WT al 4to dia de vida.
Estos animales fueron incorporados al experimento entre las 8 y 9 semanas de vida. En el dia
experimental, no se encontraron diferencias entre los pesos (22,2 + 0,6 gr ARC-intacto vs. 21,0
+ 0,5 gr ARC-lesionado) o el consumo de alimento nocturno (3,4 + 0,1 gr ARC-intacto vs. 3,7
0,1 ARC-lesionado) entre los animales con el ARC-intacto y con el ARC-lesionado (Fig. 17A-B).
Finalmente, el experimento consistié en administrar ghrelina (30 pmol/lado) o solucién vehiculo
intra-AHL en animales con el ARC-intacto y en animales con ARC-lesionado. Se observé que, en
los animales con el ARC-intacto, la ghrelina intra-AHL indujo el consumo de alimento respecto a
los animales inyectados con vehiculo (242,2 + 54,1 gr ghrelina intra-AHL vs. 17,2 + 7,4 gr vehiculo
intra-AHL) mientras que dicho aumento no se produjo en los animales con el ARC-lesionado

(79,0 £ 21,0 gr ghrelina intra-AHL vs. 45,4 + 22,0 gr vehiculo intra-AHL) (Fig. 17C).
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Figura 17. La integridad del ARC es necesaria para el aumento en el consumo de alimento inducido por
ghrelina administrada intra-AHL. Los Paneles A y B indican el consumo de alimento nocturno y el peso
corporal respectivamente para los animales con ARC-intacto y con ARC-lesionado. Para ambos paneles el
test estadistico realizado fue un test de Student no pareado. El recuadro ubicado debajo de ambos
graficos de barrasindica el valor de t, el grado de libertad y el valor de p correspondientes al test. El Panel
C indica el consumo de alimento acumulado durante los 120 minutos para los animales con ARC-intacto
con vehiculo (n=4) o con ghrelina (n=4) y con ARC-lesionado con vehiculo (n=5) o con ghrelina (n=6). El
test estadistico realizado fue un ANOVA de dos factores seguido por el post-test de Bonferroni. El recuadro
ubicado abajo del grafico indica el valor del F, los grados de libertad y el valor de p correspondientes a
cada factor (ARC-intacto/ARC-lesionado y vehiculo/ghrelina) como también para la interaccién entre
ellos. Sobre el grafico de barras del Panel C se indican los valores de p del post-test correspondiente a las
comparaciones entre grupos que resultaron significativos. Todos los valores se expresan como la media +
EEM.

2.1.4. Estudio del rol de las neuronas de ARCNPY en los efectos causados por la accidn de ghrelina
enel AHL

Estudios previos indican que el efecto orexigénico resultante de activar a las neuronas de
orexina del AHL depende en parte de las ARCNPY[160, 161, 184]. Debido a que encontramos que
el ARC es requerido para el efecto orexigénico de la ghrelina intra-AHL, evaluamos si esta induce
aumentos de c-Fos en las neuronas hrGFP de ratones NPY"6". Encontramos que la ghrelina
intra-AHL aumenta el porcentaje de neuronas ARCNPY c-Fos+ comparada con los animales

YPGFP c_Fos+, ghrelinay

inyectados con solucién vehiculo (58,8 £ 10 vs. 9,1 + 2,7 % de células NP
vehiculo intra-AHL respectivamente) (Fig. 18A y C). Luego estudiamos si la sefializacién del
receptor 1 de orexinas es necesaria para el efecto orexigénico de la ghrelina intra-AHL. Para esto,

se inyectaron ratones NPYMGFP con un antagonista del receptor 1 de orexinas, SB-334867, y
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subsecuentemente se los inyectd con solucién vehiculo o ghrelina intra-AHL. Se evalué tanto el
consumo de alimentos como la induccién de c-Fos en las células ARCNPY. Aqui, tanto el consumo
de alimento como la induccion de c-Fos mostraron interaccidn significativa entre el
pretratamiento IP (con vehiculo o SB-334867) y las inyecciones intra-AHL (con vehiculo o
ghrelina). En particular, el pretratamiento con SB-334867 redujo el consumo de alimento (53,8
+33,0vs.431,5 + 123,8 gr, SB-334867/ghrelina y vehiculo/ghrelina respectivamente) (Fig. 18B)
y el porcentaje de células NPYMCFP c-Fos+ (22,5 + 5,3 vs. 58,8 + 10,5 células NPYMCFP c-Fos+, SB-
334867/ghrelina y vehiculo/ghrelina respectivamente) (Fig. 18C) en ratones inyectados con
ghrelina intra-AHL comparados con ratones pretratados con solucidon vehiculo y luego

inyectados con ghrelina intra-AHL.
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Figura 18. La administracion de ghrelina intra-AHL induce el consumo de alimento y c-Fos en las
neuronas ARC'Y a través de mecanismos dependientes del receptor 1 de orexinas. El Panel A muestra
imagenes representativas de cortes de encéfalo que incluyen el ARC sujetos a una inmunomarcacion
fluorescente contra c-Fos (magenta) y provenientes de ratones NPY"™™ a los cuales se los someti6 a
distintos tratamientos (los grupos experimentales estan indicados en los recuadros arriba de las
imagenes). Las imagenes a alta magnificacién corresponden a los recuadros indicados en la imagen de
baja magnificacion. Las flechas apuntan a neuronas NPY"" c-Fos+ (blancas) y las cufias a neuronas
NPY"®P c-Fos- (verdes). Barras de escala: 100 um en las imagenes de baja magnificacion y 10 um en las
imagenes de alta magnificacion. El Panel B muestra el consumo de alimento acumulado a los 120 minutos
para todos los grupos experimentales. El Panel C muestra el analisis cuantitativo de las células NPY"™ c-
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Fos+ en el ARC en todos los grupos experimentales. El recuadro ubicado abajo de los Paneles B y C indica
el valor del F, los grados de libertad y el valor de p correspondientes a cada factor (pretratamiento con
vehiculo o SB-334867 y tratamiento intra-AHL con vehiculo o ghrelina) como también para la interaccién
entre ellos. Sobre los graficos de barras de cada panel se indican los valores de p del post-test
correspondiente a las comparaciones entre grupos que resultaron significativos. Todos los valores se
expresan como la media £ EEM.

Estos resultados indican que el efecto orexigénico de la ghrelina administrada en el AHL
depende del ARG, recluta a las ARCN?Y y depende de la sefializacién del receptor 1 de orexinas

en el ARC.

Los resultados presentados hasta el momento pueden ser explicados bajo el siguiente modelo
(Fig. 19) en donde la administracion de la ghrelina en el AHL de ratones recluta indirectamente
alas neuronas AHL®™®" |as cuales a su vez inducen la activacion de las ARCNPY promoviendo asi

el consumo de alimento.

L
Ghrelina ~—~
intra-AHL

orexina

® neurona AHL

GHSR
@ neurona AHL

NPY
» neurona ARC

Figura 19. Modelo propuesto para el circuito neuronal reclutado luego de la administracion de ghrelina
en el AHL de ratones. La ilustracién muestra una seccién coronal del encéfalo de ratén, incluyendo el AHL
y el nucleo ARC. Se indican con colores diferentes las poblaciones neuronales de interés en cada nucleo.
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2.2. Estudio de la accesibilidad de la ghrelina fluorescente al AHL

Trabajos previos del laboratorio de Neurofisiologia del IMBICE indican que la ghrelina accede a
regiones limitadas del parénquima cerebral cuando estd aumentada tanto en plasma como en
liquido cefalorraquideo [180, 185]. Siendo que GHSR se expresa en el AHL, pero esta region esta
relativamente alejada de las estructuras ventriculares y de las dreas con capilares fenestrados,
se estudid si la ghrelina presente en el plasma o en el liquido cefalorraquideo logra acceder al

AHL.

Para esto se administré un andlogo fluorescente de la ghrelina, F-ghrelina, la cual permite
estudiar las regiones del encéfalo a las cuales accede la ghrelina. Este andlogo mantiene
caracteristicas de la bioactividad en ratones WT induciendo el consumo de alimento y el
aumento de c-Fos en el ARC de manera dependiente de la dosis [180]. Para estudiar la
accesibilidad de la F-ghrelina al cerebro se inyectd solucién vehiculo sola o conteniendo dicho
compuesto por dos vias de administracion: una via subcutdnea (1200 pmoles/gr. peso de ratdn)
y una via ICV (60 pmoles/ratén). Luego de 15 minutos del tratamiento, los animales se
perfundieron y se extrajo el encéfalo. Como se indicé antes, el tejido se procesd para obtener
secciones coronales y obtener imagenes al microscopio de fluorescencia. Como se esperaba, las
cuantificaciones de intensidad de fluorescencia indicaron la presencia de marca fluorescente en
el ARC de animales inyectados con F-ghrelina SC o ICV. En cambio, no se encontré marca
fluorescente en el AHL de los animales inyectados con F-ghrelina por cualquiera de las vias de
administraciéon. En particular, no se encontraron diferencias significativas en el AHL entre los
animales inyectados con F-ghrelina SC o ICV respecto a los animales inyectados con soluciéon
vehiculo (1,0+£0.,1;1,1+0,1y 1,0+ 0,1 u.a., respectivamente) (Fig. 20). Estos resultados indican
gue la F-ghrelina no accede al AHL cuando es administrada tanto por via periférica como por via

central.
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Figura 20. Accesibilidad de la ghrelina fluorescente al AHL. El Panel A muestra imagenes representativas
de cortes coronales a la altura del AHL de animales inyectados con vehiculo (izquierda), ghrelina
fluorescente via subcutanea (F-ghrelina SC, panel medio) o ghrelina fluorescente via ICV (F-ghrelina ICV,
panel derecho). Los insertos muestran imagenes a mayor maghnificacion del ARC (1) y del AHL (2). Barras
de escala: 100 um en las imagenes de baja magnificacién y 10 um en las imagenes de alta magnificacion.
El Panel B muestra la cuantificacion de la densidad optica en el AHL de los animales bajo los tres
tratamientos. El test estadistico realizado fue un ANOVA de un factor seguido por el post-test de
Bonferroni. El recuadro ubicado en |la derecha indica el valor del F, los grados de libertad y el valor de p
correspondientes al ANOVA. Todos los valores se expresan como la media + EEM.

Estos resultados indican que la ghrelina administrada tanto de manera periférica como central

no accede al AHL.

2.3. Estudio de la respuesta de las neuronas del AHL a la ghrelina sistémica y central

Los resultados presentados anteriormente indicaron que GHSR se expresa en el AHL, pero la
ghrelina no accederia a dicha regién cuando es administrada tanto via periférica como central.
Ante esto, nos preguntamos si las neuronas del AHL respondian a la administracion de ghrelina.

Para esto se realizaron administraciones de ghrelina en animales WT por dos vias de
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administracién: una via subcutdnea (60 pmoles/gr. peso de ratén) y una via ICV (60
pmoles/raton). Ademas, se realizé un grupo control inyectando animales WT con solucion
vehiculo via SC o via ICV. Dos horas post-inyeccién, se perfundio a los animales y se procesé su
encéfalo pararealizar una inmunomarcacion cromogénica contra c-Fos. Los resultados indicaron
que la ghrelina administrada via subcutanea no indujo aumentos de c-Fos en el AHL (46 + 13
células/seccion) respecto al grupo control (58 + 7 células/seccidn). Por otro lado, dicho aumento
si fue observado en los animales a los cuales se le administré ghrelina via ICV (121 + 23

células/seccion) (Figura 21).
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Figura 21. La ghrelina ICV induce c-Fos en el AHL. La figura indica el analisis cuantitativo del numero de
células cFos+ por seccion en el AHL de animales WT inyectados con solucion vehiculo (n=6), con ghrelina
subcutanea (n=6) o con ghrelina ICV (n=8). En el grafico se indica la media y el error estandar de la media
para cada grupo experimental. El test estadistico realizado fue un ANOVA de un factor seguido por el post-
test de Bonferroni. El recuadro ubicado en la derecha indica el valor del F, los grados de libertad y el valor
de p correspondientes al ANOVA. Sobre el gréfico de barras se indica el valor de p del post-test
correspondiente a la comparacién entre ghrelina ICV vs. vehiculo. Todos los valores se expresan como la
media + EEM.

Luego de observar que la ghrelina administrada centralmente aumentaba el nimero de células
cFos+ en el AHL, se decidié estudiar qué poblacién neuronal dentro del AHL es la que presentaba
dicho aumento. Dado que las neuronas de orexina del AHL juegan un rol preponderante en el
control del consumo de alimentos [186, 187], y que trabajos previos han vinculado la actividad
de dichas neuronas y GHSR [171, 188, 189], se evalué si el aumento de células c-Fos+ en el AHL
de los animales inyectados con ghrelina ICV correspondia a una activacién de las neuronas de
orexina. Dicho estudio también se realizd en los animales inyectados con ghrelina subcutanea

con el objetivo de corroborar si existia un aumento de células c-Fos+ especificamente en la

75



poblacién de neuronas orexina+ del AHL. Para esto, se realizd una inmunomarcacion
cromogénica doble contra c-Fos y orexina en cortes coronales de encéfalo provenientes de
animales inyectados con solucidn vehiculo, con ghrelina subcutanea o con ghrelina ICV, y se
cuantifico el porcentaje de neuronas que resultaron positivas tanto para orexina como para c-
Fos. Los resultados indicaron que la ghrelina ICV aumenté el porcentaje de células de orexina c-
Fos+ en el AHL respecto al total de neuronas de orexina en comparacién con el grupo control
(10 £ 13 vs. 2 + 4 células de orexina c-Fos+, ghrelina ICV y solucidn vehiculo respectivamente).
Por otro lado, la ghrelina subcutanea no logré inducir dichos aumentos (1 + 6 células de orexina

c-Fos+, ghrelina SC) (Fig. 22).
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Figura 22. La ghrelina ICV induce c-Fos en las neuronas AHL®™®" | 5 figura indica el analisis cuantitativo
del porcentaje de células de orexina c-Fos+ en el AHL, en animales WT inyectados con solucién vehiculo
(n=4), ghrelina subcutanea (n=5) o ghrelina ICV (n=8). En el grafico se indica la mediana y el rango
intercuartilico para cada grupo experimental. El test estadistico realizado fue un test de Kruskal-Wallis
seguido por el post-test de Dunn. El recuadro ubicado en la derecha indica el valor del H, los grados de
libertad y el valor de p correspondientes al test de Kruskal-Wallis. Sobre el grafico de barras se indica el
valor de p del post-test correspondiente a la comparacion entre ghrelina ICV vs. vehiculo. Todos los
valores se expresan como la mediana % rango intercuartilico.

LGHSR

2.4. Estudio de la respuesta de las neuronas AH a la ghrelina sistémica y central

Posteriormente decidimos evaluar si las neuronas que expresan AHL®HR respondian a la
administraciéon de ghrelina a través de distintas vias. Para esto se administrd solucién vehiculo
o ghrelina via SC o via ICV, en grupos independientes de ratones GHSR®®". Dos horas post-
inyeccion se los perfundio, se extrajo el encéfalo, se lo congeld y se lo corté en cuatro series

coronales secuenciales. Sobre una de estas series se realizé una inmunomarcacién cromogénica
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doble contra c-Fos y contra eGFP para evaluar la induccidn de c-Fos en las células AHL®®FP. Aqui
se observé que la ghrelina ICV indujo aumentos de células AHL®®F? c-Fos+ respecto al grupo
control (10 + 14 vs. 0 = 1 células AHL®S™ c-Fos+, ghrelina ICV y solucién vehiculo

respectivamente). En cambio, la ghrelina subcutanea no logré inducir dichos aumentos (2 + 2

células AHLE®FP c-Fos+, ghrelina SC) (Fig. 23).
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Figura 23. La ghrelina ICV induce c-Fos en las AHL®®, La figura indica el andlisis cuantitativo del
porcentaje de células cFos+/eGFP+ en el AHL respecto al total de células eGFP+ del mismo nucleo, en
animales GHSR®®"" inyectados con solucién vehiculo (n=6), ghrelina subcutanea (n=4) o ghrelina ICV
(n=6). En el gréfico se indica la mediana y el rango intercuartilico para cada grupo experimental. El test
estadistico realizado fue un test de Kruskal-Wallis seguido por el post-test de Dunn. El recuadro ubicado
en la derechaindica el valor del H, los grados de libertad y el valor de p correspondientes al test de Kruskal-
Wallis. Sobre el grafico de barras se indica el valor de p del post-test correspondiente a la comparacion
entre ghrelina ICV vs. vehiculo. Todos los valores se expresan como la mediana + rango intercuartilico.

Estos resultados indican que la ghrelina administrada en el LCR aumenté el nimero de células
c-Fos+ en el AHL, en particular en las neuronas productoras de orexina. A su vez, la ghrelina

administrada por la misma via aumenté de la fraccién de células AHLEHSR c-Fos+.

3. Respuesta de las neuronas AHL®HR a LEAP2 y caracterizacion funcional del
péptido

En la actualidad conocemos que GHSR puede ser modulado por dos ligandos enddgenos:
ghrelina y LEAP2. El objetivo de la presente seccién fue estudiar el efecto de LEAP2 sobre el AHL

de ratones. Dado el reciente descubrimiento de LEAP2 y previo a estudiar su efecto sobre el AHL,
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realizamos diversas caracterizaciones de esta molécula en su rol de ligando de GHSR. Debido a

esto se evaluaron los siguientes aspectos:

-Caracterizacion de la region de LEAP2 que mantiene bioactividad. Esto se evalud a través del
uso de variantes moleculares de LEAP2 y el estudio de la magnitud en que bloguean el efecto

orexigénico de la ghrelina en ratones.

-Estudio de la accesibilidad de LEAP2 al encéfalo. Esto se evalud a través del uso de una variante

fluorescente de LEAP2 (F-LEAP2) y el estudio de su patrén de pegado en nucleos del encéfalo.

-Estudio de la especificidad de unidn de LEAP2 a GHSR. Esto se realizd a través del uso de ligandos

de GHSR como bloqueantes la unién de F-LEAP2 al nucleo ARC.

-Estudio de F-LEAP2 como variante bioactiva. Para esto se evalud la magnitud en que F-LEAP2

bloquea el efecto orexigénico de la ghrelina en ratones.

Adicionalmente a estos estudios se evalud la accesibilidad de F-LEAP2 al AHL y la induccion de

c-Fos en dicha regidn luego de la administracion de LEAP2 ICV.

3.1. Estudio de los segmentos bioactivos de LEAP2

Evaluamos la capacidad de LEAP2(1-12-NH2) y LEAP2(15-40-OH) de inhibir el efecto orexigénico
de ghrelina en ratones. Este experimento lo realizamos en condiciones similares a las usadas por
Ge y colaboradores de manera que la relacién ghrelina: segmentos-de-LEAP2 usada fue 1:10.
Los ratones fueron inyectados via ICV con solucién vehiculo sola o conteniendo las diferentes
variantes de LEAP2, y 10 minutos después se les administrd, también por via ICV, solucidn
vehiculo sola o conteniendo ghrelina. Como era esperado, el pretratamiento con LEAP2(1-40)
inhibid el consumo de alimento inducido por ghrelina y un efecto similar fue observado con
LEAP2(1-12-NH2) (Fig. 24). Por otro lado, el pretratamiento con LEAP2(15-40-OH) no afectd el

consumo de alimento inducido por ghrelina (Fig. 24).
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Figura 24. Los segmentos N-terminales de LEAP2 administrados via ICV mantienen la bioactividad del
péptido nativo. La figura indica el andlisis cuantitativo del consumo de alimento inducido por ghrelina ICV
en animales pretratados, también via ICV, con solucion vehiculo sola o conteniendo distintas variantes
moleculares de LEAP2: LEAP2(1-12-NH2), LEAP2(1-40) y LEAP2(15-40-OH). Asi se definieron los siguientes
grupos experimentales: vehiculo/vehiculo, vehiculo/ghrelina, LEAP2(1-12-NH2)/vehiculo, LEAP2(1-12-
NH2)/ghrelina, LEAP2(1-40)/vehiculo, LEAP2(1-40)/ghrelina, LEAP2(15-40-OH)/vehiculo y LEAP2(15-40-
OH)/ghrelina. El recuadro ubicado a la derecha del grafico indica el valor del F, los grados de libertad y el
valor de p correspondientes a cada factor (Pretratamiento y vehiculo/ghrelina) como también para la
interaccion entre ellos. Sobre el grafico de barras se indican los valores de p del post-test correspondiente
a las comparaciones entre grupos que resultaron significativos. Todos los valores se expresan como la
media + EEM.

Debido a que la accesibilidad al encéfalo de los péptidos via ICV puede ser diferente a los
inyectados via SC, se repitié el mismo disefio experimental anterior, pero inyectando tanto los
péptidos del pretratamiento como el vehiculo/ghrelina via SC. Se observaron resultados
similares a los anteriores, en donde tanto el LEAP2(1-40) como el LEAP2(1-12-NH,) inhibieron el
consumo de alimento inducido por ghrelina. Por otro lado, el LEAP2(15-40-OH) no logré inhibir

dicho consumo (Fig. 25).
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Figura 25. Los segmentos N-terminales de LEAP2 administrados via SC mantienen la bioactividad del
péptido nativo. La figura indica el analisis cuantitativo del consumo de alimento inducido por ghrelina SC
en animales pretratados, también via SC, con solucién vehiculo sola o conteniendo distintas variantes
moleculares de LEAP2: LEAP2(1-12-NH,), LEAP2(1-40) y LEAP2(15-40-OH). Asi se definieron los siguientes
grupos experimentales: vehiculo/vehiculo, vehiculo/ghrelina, LEAP2(1-12-NH,)/vehiculo, LEAP2(1-12-
NHz)/ghrelina, LEAP2(1-40)/vehiculo, LEAP2(1-40)/ghrelina, LEAP2(15-40-OH)/vehiculo y LEAP2(15-40-
OH)/ghrelina. El recuadro ubicado a la derecha del grafico indica el valor del F, los grados de libertad y el
valor de p correspondientes a cada factor (Pretratamiento y vehiculo/ghrelina) como también para la
interaccion entre ellos. Sobre el grafico de barras se indican los valores de p del post-test correspondiente
a las comparaciones entre grupos que resultaron significativos. Todos los valores se expresan como la
media + EEM.

Estos resultados indican que los fragmentos N-terminales de LEAP2(1-40) mantienen la

bioactividad del péptido al antagonizar el efecto orexigénico de ghrelina.

3.2. Estudio de la accesibilidad del LEAP2 fluorescente (F-LEAP2) al AHL y a diversas regiones del

encéfalo

Para validar su uso como trazador, primero se estudio si el F-LEAP2 se unia a las regiones del
encéfalo donde se expresa GHSR. Para esto, se administré solucién vehiculo o F-LEAP2 a ratones
via ICV y se los perfundio a los 15 minutos. Se extrajo el encéfalo y se procesd para microscopia
de fluorescencia. Se realizd un analisis cualitativo de las areas del encéfalo que presentaron una
marca significativa de F-LEAP2, las cuales estan resumidas en la Tabla 5 y se muestran imagenes
representativas de algunas de estas regiones en la Figura 26. En contraste con los ratones

inyectados con solucidn vehiculo, los inyectados con F-LEAP2 presentaron seial fluorescente en
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diversas zonas del encéfalo. La mayor cantidad e intensidad de sefial fue observada en el
hipotadlamo, siendo el ARC la regién con mayor cantidad de células marcadas (Fig. 26A). Una
cantidad relativamente alta de células marcadas fue encontrada en ciertos nucleos
hipotalamicos como el VMH (Fig. 26A), VMPO (Fig. 26B), SCh (Fig. 26C), PVH (Fig. 26D) y el SuM
(Fig. 26E), mientras que otras regiones del hipotdlamo como el AHA, DMH, Pe y PMV
presentaron una cantidad mds moderada de células fluorescentes. Células fluorescentes
también fueron encontradas en el DG y en los cuernos de Ammon del hipocampo (Fig. 26F) al
igual que en el septum medial (Fig. 26G), el PVT y el SFO (Fig. 26H). Una cantidad relativamente
alta de células marcadas con F-LEAP2 fueron encontradas en el LDTg (Fig. 26l) el cual se
encuentra en la unién entre el mesencéfalo y el puente. En la medula oblonga, se observaron
células marcadas con F-LEAP2 en los tres componentes del complejo dorsal del vago: el AP, el
NTSy el DMV (Fig. 26J). El patron de marca fluorescente de F-LEAP2 en las regiones del encéfalo
es consistente con varios reportes previos de la distribucién del ARNm de GHSR en ratones [152]
como asi también con el patrén de marca observado en ratones inyectados con F-ghrelina ICV
[190]. También es interesante mencionar que se observé marca de F-LEAP2 en los procesos
celulares de los tanicitos hipotaldamicos, los cuales se encuentran el piso del tercer ventriculo
(Fig. 26Ac) y en células epiteliales de los plexos coroideos (Fig. 26Fc). Estas regiones forman
parte de la barrera sangre-liquido cefalorraquideo y han sido propuestos como compartimentos

gue pueden transportar hormonas, incluyendo a la ghrelina y el LEAP2.
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Hipocampo y Septum

Cuerno de Ammon, CA1 +/-

Cuerno de Ammon, CA2 +
Cuerno de Ammon, CA3 +H+

Giro dentado, DG ++

Nucleo septal lateral, LS +

Nucleo septal medial, MS +

Talamo
Ndcleo paraventricular del talamo, PVT +
Hipotalamo

Area hipotalamica anterior, AHA +
Nucleo arcuato, ARC +++

Nucleo dorsomedial del hipotalamo, DMH +
Nucleo paraventricular del hipotalamo, PVH ++

Nucleo perlventricular del hipotalamo, Pe

Nucleo premamilar ventral, PMV

Nucleo supramamilar, SuM ++
Ndcleo supraquiasmatico, SCh ++
Nucleo ventromedial, VMH ++
Nucleo preoptico ventromedial, VMPO ++
Organo subfornical, SFO ++

Mesencéfalo, puente y médula oblonga

Area postrema, AP ++

Ndcleo motor dorsal del vago, DMV ++

Nucleo dorsal de rafe, DR +/-
Nicleo dorsal tegmental, DTg +/-
Nucleo Edinger Westphal +/-
Nucleo laterodorsal tegmental, LDTg +
Locus coeruleus, LC +/-

Nucleo magnocelular de la comisura posterior, MCPC +/-
Nucleo del tracto solitario, NTS +
Substancia nigra, SN +/-

Area ventral tegmental, AVT +/-

Tabla 5. Analisis cualitativo de las areas encefalicas con seiial fluorescente en ratones inyectados con F-
LEAP2 ICV. La estimacion cualitativa se realizdé considerando tanto la intensidad de la sefial como el
ndmero de células marcadas. +++ sefial alta; ++ sefial moderada; + sefial baja; +/- sefial inconsistente.
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Figura 26. F-LEAP2 se une a regiones del encéfalo en las cuales se conoce que expresan GHSR. La figura
muestra imagenes representativas de secciones coronales de encéfalos de animales inyectados con F-
LEAP2 ICV. Los insertos muestran imagenes a alta magnificacion de las regiones indicadas a baja
magnificacion. Las cufias indican células marcadas con F-LEAP2 y las flechas indican procesos
correspondientes a tanicitos marcados. Barras de escala: A 100 um, A a-c 20 um, B-E 100 um, F 200um, F
a-c 20 um, G-J 100 um. Todas las abreviaturas usadas para nombrar a las regiones encefalicas estan
listadas en la Tabla 4.

Consistente con lo observado con la F-ghrelina, no se encontré un nimero significativo de
células con marca fluorescente en el AHL de los animales inyectados con F-LEAP2 ICV (Fig. 27)

indicando que el péptido no accederia a esta region.
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Figura 27. Accesibilidad del F-LEAP2 al AHL. La figura muestra una imagen representativa de una seccién
coronal de encéfalo de un animal inyectado con F-LEAP2 ICV. La seccién abarca nucleos hipotaldmicos
incluyendo el AHL. Barra de escala: 100 um. Las abreviaturas para usadas para nombrar regiones
encefdlicas estdn listadas en la Tabla 5.

Estos resultados indican que diversas regiones del encéfalo en donde se expresa GHSR se
marcan con F-LEAP2 cuando es administrado en el LCR. Sin embargo, dicha marca no se

encontrod en el AHL, similar a lo observado con la F-ghrelina.

Para conocer la especificidad de la unién de F-LEAP2 jn vivo, se tratd a ratones WT con F-LEAP2
y se los pre-inyecté con ligandos conocidos de GHSR. Asi, si F-LEAP2 posee unidn especifica a
GHSR, se esperd no observar pegado del trazador en el encéfalo de los animales pre-tratados
con los ligandos de GHSR. En particular, el experimento consistié en pre-inyectar a los ratones
con solucién vehiculo, LEAP2(1-40) o ghrelina ICV y luego inyectados con F-LEAP2 ICV. Pasados
15 minutos, se perfundieron y se procesé su encéfalo para microscopia de fluorescencia. La
estimacion de la presencia o no de sefial fluorescente se realizé en el ndcleo ARC ya que es la
region con mayor expresion de GHSR. Se observd que el ARC de los ratones pretratados con
LEAP2(1-40) o ghrelina y luego inyectados con F-LEAP2 no presenté marca fluorescente roja en

comparacion con el ARC de los animales pretratados con solucion vehiculo y luego inyectados
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con F-LEAP2 (Fig. 28). De esta manera, se confirmé que F-LEAP2 mantiene especificidad de

union a GHSR.

Vehiculo + Vehiculo | [ Vehiculo + F-LEAP2 | |LEAP2(1-40) + F-LEAP2| | Ghrelina + F-LEAP2

4

Figura 28. La union de F-LEAP2 en el ARC se impide por el pretratamiento con LEAP2(1-40) o ghrelina.
La primer y segunda columnas de la figura muestran imagenes representativas de secciones coronales del
encéfalo incluyendo el ARC, correspondiente a ratones inyectados solo con solucién vehiculo o F-LEAP2
ICV. La tercer y cuarta columna muestran imdagenes representativas de secciones coronales del encéfalo
incluyendo el ARC, correspondiente a ratones pre-inyectados respectivamente con LEAP2(1-40) o ghrelina
ICV, y luego inyectados con F-LEAP2 ICV. Los insertos muestran imagenes a alta magnificacion de las
regiones indicadas a baja magnificacidn. Las cufias indican células marcadas con F-LEAP2. Los recuadros
ubicados arriba de las columnas indican la pre-inyeccion + inyeccion realizadas en casa caso. Barras de
escala: 100 um en las imagenes de baja magnificaciéon y 10 um en las de alta magnificacién.

Por otro lado, se evalud la especificidad del F-LEAP2 en bloquear el efecto orexigénico inducido
por ghrelina. Para esto se pre-inyectaron ratones WT con solucion vehiculo, LEAP2(1-40) o F-
LEAP2 ICV, y luego se inyectaron con solucién vehiculo o ghrelina ICV. Se evalué el consumo de
alimento por dos horas posterior a la ultima administraciéon ICV. Se observd que la ghrelina
indujo el consumo de alimento en los animales pre-inyectados con soluciéon vehiculo, mientras
gue no asi en los pre-inyectados con LEAP2(1-40) o F-LEAP2, indicando que el F-LEAP2 mantiene

la especificidad de unién al GHSR bloqueando el efecto orexigénico de la ghrelina (Fig. 29).
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Figura 29. F-LEAP2 inhibe el consumo de alimento inducido por ghrelina al igual que LEAP2(1-40). La
figura muestra el analisis cuantitativo del consumo de alimento en animales pre-inyectados ICV con
solucidn vehiculo, LEAP2(1-40) o F-LEAP2, y luego inyectados con solucion vehiculo o ghrelina ICV. El
recuadro ubicado a la derecha del gréfico indica el valor del F, los grados de libertad y el valor de p
correspondientes a cada factor (vehiculo/LEAP2(1-40)/F-LEAP2 y vehiculo/ghrelina) como también para
la interaccién entre ellos. Sobre el grifico de barras se indican los valores de p del post-test
correspondiente a las comparaciones entre grupos que resultaron significativos. Todos los valores se
expresan como la media + EEM.

Estos resultados indican que la union de F-LEAP2 al ARC es bloqueada por la preinyeccion de
ghrelina o LEAP2(1-40). En el mismo sentido, F-LEAP2 mantiene las propiedades bioactivas del

LEAP2 intacto al inhibir el efecto orexigénico de ghrelina.

3.2 Respuesta de las neuronas del AHL al LEAP2

Para conocer si el LEAP2 induce cambios en la actividad del AHL se inyectd solucién vehiculo o
LEAP2(1-40) via ICV en ratones WT, se les extrajo el encéfalo y se los procesé para inmunotincién
contra c-Fos. Las cuantificaciones no mostraron diferencias significativas en el nimero de
neuronas c-Fos+ en el AHL entre ambos grupos experimentales (34,6 + 2,0 vs. 29,8 + 2,8 células

c-Fos+, solucion vehiculo y LEAP2 ICV respectivamente) (Fig. 30).
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Figura 30. El LEAP2(1-40) ICV no modifica el nimero de células c-Fos+ en el AHL. La figura muestra la
cuantificacion de células c-Fos+ por seccidon en el AHL de animales inyectados con solucién vehiculo o 600
pmol de LEAP2(1-40) via ICV. Los datos se indican como la media £ EEM.

Estos resultados indican que la administracion de LEAP2(1-40) no induce aumentos de células

c-Fos+ en el AHL.

4. Estudio del rol de las neuronas AHLEHSR en la modulacién de conductas

alimentarias

Los experimentos realizados hasta el momento se enfocaron en el estudio de las
administraciones de ghrelinay LEAP2 sobre las neuronas AHL®HSR. Por otro lado, tanto la relacién
de ghrelina/LEAP2 como la sefializacién de GHSR puede verse afectada en distintas condiciones
metabdlicas y experimentales e impactar en la actividad de las neuronas AHL®"R. Es por lo

LGHSR

mencionado anteriormente que en esta seccion se evalud la actividad de las AH en

condiciones experimentales donde no se realizaron administraciones exdgenas de ghrelina o

LEAP2. Para llevar esto a cabo se disefiaron dos experimentos desarrollados a continuacion.

4.1. Estudio de la respuesta de las neuronas AHL®HR a cambios endégenos de la relacién
ghrelina/LEAP2 plasmatica

87



El primer experimento consistié en exponer a ratones GHSR®®™" a un protocolo de restriccién
caldrica, en donde la relacion ghrelina/LEAP2 en plasma se encuentra aumentada. De manera

de evaluar si estos cambios plasmaticos impactan en la actividad de las neuronas AHL®HSR se

LeGFP consecuencia de la restriccién de alimento.

evalué la activaciéon de las neuronas AH
Brevemente, el protocolo consistié en alimentar a los ratones con el 40% de la masa promedio
de alimento que consumen diariamente en condiciones ad libitum. Al mismo tiempo, se realizé
un grupo control con ratones GHSR®®F? alimentados ad libitum durante todo el experimento (Fig.
31A). Al quinto dia de la restriccion caldrica, los animales ambos grupos experimentales fueron
perfundidos y su encéfalo se procesé para inmunomarcacidon cromogénica doble contra c-Fos y
contra eGFP. Al dia de la perfusion los animales restringidos caléricamente mostraron una
reduccion del 22,2 + 1,7 % del peso corporal respecto a su peso basal previo a la restriccién, en
cambio, los animales alimentados no mostraron cambios en el peso corporal respecto a los dias
basales (0,97 * 0,50 %) (Fig. 31B). El andlisis cuantitativo de las inmunohistoquimicas indicé que
los animales GHSR®®™ bajo restriccién caldrica no mostraron diferencias en el porcentaje de
células cFos+/eGFP+ en el AHL respecto a las eGFP+ totales del AHL en comparacion con el grupo
control alimentado ad libitum (2,3 * 1,0 % restriccidn calérica vs. 1,1 £ 0,4 % grupo control) (Fig.

310).
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Figura 31. Induccién de cFos en las neuronas que expresan GHSR en el AHL de animales GHSR®¢"
sometidos a restriccidn caldrica. El Panel A muestra el consumo de alimento nocturno durante los dias
de mediciones basales y durante la restriccién caldrica para los animales alimentados (n=4) y para los
restringidos caléricamente (n=6). El Panel B muestra el porcentaje de cambio de peso corporal durante
los dias de restriccion caldrica respecto al peso corporal del dltimo dia de medicién basal para ambos
grupos experimentales. El Panel C muestra el andlisis cuantitativo del porcentaje de células eGFP+ del AHL
que resultaron cFos+ para ambos grupos experimentales. El test estadistico realizado fue un test de
Student no pareado. El recuadro ubicado en la derecha indica el valor de t, el grado de libertad y el valor
de p correspondientes al test. Todos los valores se expresan como media + EEM.

Estos resultados indican que la restriccién calérica no aumenta la fraccién de células AHL®®FP

c-Fos+.

4.2. Estudio de los efectos conductuales de la expresién de GHSR exclusivamente en el AHL

El segundo experimento llevado a cabo consistié en estudiar el rol de la actividad independiente
de ligandos de las neuronas AHL®"R. Para esto, se usaron AAV para expresar GHSR
exclusivamente en las neuronas del AHL de ratones y a continuacién evaluar su rol en la
conducta alimentaria. En particular, el experimento consistié en administrar un AAV que expresa
la recombinasa Crey la proteina reportera mCherry (AAV8/hSyn-mCherry-CRE) o un AAV control
que solo expresa la proteina reportera eGFP (AAV9/U6-shsc-eGFP) en el AHL de ratones WT y
ratones deficientes de GHSR (GHSR™") en los cuales la expresion de GHSR se encuentra
bloqueada y es dependiente de la presencia de Cre. Por lo tanto, con las inyecciones de estos
AAV se indujo la expresidon de GHSR y mCherry, o Unicamente de eGFP en el AHL (Fig. 32A). La
observacion del tejido al microscopio de fluorescencia reveld la presencia de mCherry en el AHL
en los niveles anteroposteriores esperados. La sefial de eGFP se observé en el AHLy en regiones

adyacentes en el sentido coronal, como en parte del DMH (Fig. 32B).

Luego de la administracion de los AAV quedaron establecidos cuatro grupos experimentales:
animales WT con AAV8/hSyn-mCherry-CRE (WT AAV-CRE) o AAV9/U6-shsc-eGFP (WT AAV-
eGFP) y animales GHSR™" con AAV8/hSyn-mCherry-CRE (GHSR™" AAV-CRE) o AAV9/U6-shsc-

eGFP (GHSR™" AAV-eGFP).
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A loxP loxP
expresion de GHSR bloqueada

GHSR™ _E_I’{ TBC |'r—| 2 H 3 }— en todo el encéfalo

+ AAV8/hSyn-mCherry-CRE intra-AHL

loxP s

GHSR™ ( expresion de GHSR
AAV-CRE E 2 desbloqueada en el AHL

B AAV8/hSyn-mCherry-CRE ~ AAV9/U6-shsc-eGFP

AAV8/hSyn-mCherry-CRE
o AAV9/U6-shsc-eGFP

Figura 32. Expresion de GHSR exclusivamente en el AHL. El Panel A indica la construccién genética del
animal GHSR™" con el casette de bloqueo de la transcripcién (TBC) flanqueado por dos sitios LoxP
(esquema superior del panel). La administracion del AAV8/hSyn-mCherry-CRE en el AHL produce la
escision del TBC y restablece la expresién de GHSR en el AHL (esquema inferior del panel). El Panel B
muestra cortes representativos de secciones coronales de encéfalo que incluyen el AHL correspondientes
a animales GHSR™" inyectados con AAV8/hSyn-mCherry-CRE (centro) y animales GHSR™" inyectados con
AAV9/U6-shsc-eGFP (derecha). La marca roja en la imagen del centro corresponde al mCherry en y la
marca verde de la derecha corresponde al eGFP. Barra de escala: 100 um.

Luego de siete dias de descanso postquirurgico, los ratones fueron expuestos a dos protocolos
conductuales. El primero de ellos fue un protocolo de atracén de por dieta con alto contenido
en grasa (DACG) durante cuatro dias descrito previamente por nuestro grupo de trabajo [191].
Para el analisis estadistico del consumo diario y del consumo acumulado de DACG, se juntaron
los grupos correspondientes a los WT AAV-eGFP y los WT AAV-CRE debido a que no se
encontraron diferencias en el consumo de DACG entre ambos grupos (Fig. 33A). Al comparar el
consumo de DACG para los tres grupos experimentales con un ANOVA de dos vias de medidas
repetidas, no observd interaccion estadistica entre el factor condicién (niveles de factor: WT,
GHSR™" AAV-eGFP y GHSR™" AAV-CRE) y el factor tiempo (niveles de factor: dia 1,2, 3y 4), lo
gue no permitido comparar las medias de los factores. Por lo tanto, se compararon las medias de
los niveles de cada factor (por ej.: WT dial vs. WT dia4). Este anadlisis mostré que tanto los
animales WT como los GHSR™" AAV-CRE aumentaron el consumo de DACG durante el segundo,

tercer y cuarto dia del protocolo respecto al primer dia. Este aumento no se observo en los
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animales GHSR™" AAV-eGFP (Fig. 33B). Dichas diferencias no se observaron cuando se analizd

el consumo de DACG acumulado durante todo el protocolo (Fig. 33C).
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Figura 33. La figura muestra el andlisis cuantitativo del consumo de DACG de animales WT, GHSR™" AAV-
CRE y GHSR™" AAV-eGFP. El Panel A muestra el consumo de DACG diario para los WT AAV-CRE y los WT
AAV-eGFP. El Panel B muestra el consumo de DACG en mg durante cada dia del protocolo. El recuadro
ubicado abajo del grafico indica el valor del F, los grados de libertad y el valor de p correspondientes a
cada factor (condicion y tiempo) como también para la interaccion entre ellos. a, p>0,05 respecto a la
media del mismo grupo experimental del dia 1. El Panel C muestra el consumo de DACG acumulado
durante todo el protocolo.

El segundo protocolo consistid en evaluar el consumo de una solucidon de sacarina en ratones
expuestos a una restriccion calérica del 60% de su consumo nocturno. En este experimento se
incluyeron los grupos experimentales anteriormente mencionados: animales WT, GHSR™" AAV-
CRE y animales GHSR™" AAV-eGFP. El porcentaje de pérdida de peso en los tres grupos
experimentales fue similar durante los cuatro dias de la RC (Fig. 34A). Para el anilisis estadistico
del consumo diario y del consumo acumulado de sacarina, se juntaron los grupos

correspondientes a los WT AAV-eGFP y los WT AAV-CRE debido a que no se encontraron
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diferencias en el consumo de sacarina entre ambos grupos (Fig. 34B). Se observé que los
animales WT aumentaron el consumo de sacarina en el segundo, tercer y cuarto dia de RC
respecto al ultimo dia de consumo basal. Los animales GHSR™" AAV-CRE aumentaron su
consumo respecto al dia basal unicamente en segundo dia de RC. Por otro lado, los animales
GHSR™" AAV-eGFP no modificaron su consumo de sacarina en ninglin momento de la RC (Fig.
34C). Al evaluar el consumo acumulado se sacarina durante los cuatro dias de RC se observo que
los animales WT consumieron mds sacarina que los GHSR™" AAV-eGFP. Sin embargo, el consumo
acumulado de los animales GHSR™" AAV-CRE no difirié de ninguno de los demas grupos

experimentales (Fig. 34D).
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Figura 34. La figura muestra el analisis cuantitativo del consumo de sacarina de animales WT, GHSR™"
AAV-CRE y GHSR™" AAV-eGFP. El Panel A muestra el porcentaje de pérdida de peso corporal durante la
RC respecto al peso en el dia basal, para los tres grupos experimentales. El Panel B muestra el consumo
de sacarina acumulado en los cuatro dias de RC para los WT AAV-eGFP y los WT AAV-CRE. El Panel C
muestra el consumo de sacarina durante el Gltimo dia de consumo basal y durante los cuatro dias de
restriccion caldrica (RC). El recuadro ubicado a la derecha del gréfico indica el valor del F, los grados de
libertad y el valor de p correspondientes a cada factor (tratamiento y tiempo) como también para la
interaccion entre ellos. a, p>0,05 respecto a la media del mismo grupo experimental del dia basal. El Panel
D muestra el consumo de sacarina acumulado durante los cuatro dias de RC. El recuadro ubicado a la
derecha del grafico indica el valor del F, los grados de libertad y el valor de p correspondientes al ANOVA.
Sobre el gréfico de barras se indica el valor de p del post-test correspondiente a la comparacién entre WT
vs. GHSR™" AAV-eGFP.

Estos resultados indican que los animales WT y los GHSR™" AAV-CRE aumentan su consumo
de DACG y de sacarina durante la RC respecto a sus valores basales, pero no difieren
significativamente de los animales GHSR"/n AAV-eGFP, en los cuales no se observa dicho

aumento.

93



DISCUSION

En este trabajo de Tesis se estudiaron aspectos neuroanatdémicos y fisioldgicos de la expresién
de GHSR en el AHL de ratones. Primero caracterizamos la distribucion del fenotipo neuroquimico
de las neuronas AHL®"SR en un modelo animal reportero de GHSR. Luego estudiamos el efecto
de la ghrelina sobre las neuronas AHL®"SR en el desarrollo de conductas orexigénicas y el circuito
neuronal que se recluta. En tercer lugar, caracterizamos la especificidad de LEAP2 como ligando
de GHSR y comenzamos a abordar su accion sobre el AHL. Finalmente, estudiamos el rol de las
neuronas AHL®"R en la modulacién de conductas vinculadas al consumo de alimentos, sin la
administracion exégena de sus ligandos. Es relevante destacar que hasta el momento los
estudios de las neuronas AHL®MSR fueron realizados en ratas siendo este trabajo de Tesis el
primero en realizarse en ratones. Estos estudios permitieron aumentar la comprensién acerca
de cdmo el AHL en la modula el consumo de alimentos, que circuitos neuronales estdn

involucrados, y cual es el rol de GHSR en dichos procesos.

En esta seccidn se discutiran distintos aspectos relacionados a los resultados y al marco tedrico
gue conforma este trabajo de Tesis. La discusidn estara conformada por dos subsecciones: en la
primera de ellas se discutiran ciertos aspectos metodolégicos del trabajo de Tesis mientras que

en la segunda se abordaran algunos aspectos conceptuales.

Consideraciones metodoldgicas

Una herramienta metodoldgica que atravesé todo el trabajo fue el uso de ratones, tanto WT
como genéticamente modificados, que permitieron abordar diferentes aspectos de la fisiologia
de GHSR. Como se comentd anteriormente, no existe bibliografia previa en nuestro

LGHSR en ratones. El uso de ratones como

conocimiento que haya estudiado las neuronas AH
modelo experimental posee numerosas ventajas incluyendo la rapida obtencién de camadas, el
bajo costo de mantenimiento y cortos tiempos de gestacion. Otro aspecto beneficioso del uso
deratones es la gran variedad de modelos modificados genéticamente, que requieren bajo costo
de mantenimiento y cuyos aspectos neuroanatdmicos, fisioldgicos y conductuales estan

ampliamente caracterizados. En este trabajo de Tesis se usaron distintas lineas de ratones

genéticamente modificados, a saber: ratones GHSR®®, ratones NPY" S ratones GHSR™" y
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ratones GHSR®®FP/Gad2®/*/Rosa26'T°mato A continuacidn, discutiremos ciertos aspectos

relevantes al uso de cada modelo animal.

Los ratones GHSR®®F? fueron generados a partir de la insercién de un cromosoma artificial
bacteriano conteniendo la secuencia de eGFP bajo el promotor de GHSR, en el genoma del ratén
[152]. Esta insercion sucede en forma azarosa, de manera que no se conocen cuantas copias
funcionales de esta secuencia existen en el genoma, asi como tampoco si dicha construccién
afecta la funcidén de genes que se encuentren en la region de insercidn. Es importante destacar
gue este modelo animal no se comporta de la misma manera para cualquier regiéon del encéfalo.
Ciertos nucleos del hipotdlamo, del mescencéfalo y de diferentes regiones corticales no poseen
buena congruencia entre el ARNm de GHSR y la expresidon de eGFP [152]. Es por esto que es
importante la correcta validacién del modelo animal para el objetivo del estudio, en este caso la
identificacién de las neuronas AHL®HSR. En este trabajo de Tesis se realizé la validacién de la
expresion de eGFP en las AHL®HSR 3 través del uso de una ISHH contra el ARNm de GHSR (ver
mas adelante), observando que el ~80% de las AHL®®F? son AHL®MSR, indicando que este animal

es un modelo robusto de estudio de dicha poblaciéon neuronal.

Otro modelo usado en esta Tesis fue el animal NPY"™ el cual nos permitié visualizar las
neuronas NPY mediante microscopia de fluorescencia ya que estos ratones expresan la hrGFP
bajo el control del promotor de NPY. Este modelo animal fue de utilidad al momento de estudiar
ciertos aspectos del circuito neuronal reclutado por la accién de la ghrelina en el AHL. En estos
ratones la inserciéon de la construccidn genética se realizd6 usando un cromosoma artificial
bacteriano el cual fue insertado en el genoma del ratén de manera azarosa. La validacién de este
modelo indicd que hay altos niveles de congruencia entre la expresién de hrGFP y la expresidon
de NPY en el encéfalo [192]. Para marcar las neuronas que expresan los neuropéptidos NPY o
AgRP en animales WT se precisa administrar colchicina ICV de manera de concentrar los
péptidos en el cuerpo neuronal y asi realizar posteriormente una inmunomarcacion. Debido a
esta complejidad de deteccién de NPY y AgRP, tener el modelo animal NPY"CFP disponible es de

suma utilidad para estudiar dichas poblaciones neuronales [193].

En este trabajo se usaron ratones GHSR™" los cuales tienen bloqueada la expresién de GHSR y
permiten estudiar aspectos fisioldgicos consecuencia de la ausencia de este receptor. En estos
ratones la expresion de GHSR en diferentes nucleos del encéfalo de los animales es muy baja e
incluso la administracién de ghrelina no induce su efecto orexigénico ni la activacion de las
neuronas hipotaldmicas, lo que indica que este animal es un buen modelo de deficiencia de

expresion de GHSR [175, 194, 195]. Estos ratones poseen un cassette del bloqueo de la
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transcripcion (TBC del inglés para transcription blocking cassette) del gen de GHSR el cual
dificulta la accién de la ARN polimerasa sobre la secuencia del gen de GHSR inhibiendo asi la
produccidon de su ARNm [175]. El TBC esta flanqueado por sitios loxP los cuales son sensibles a
la accién de la recombinasa Cre. Esta enzima reconoce los sitios loxP y actua sobre ellos
escindiendo asi el TBC, lo que permite restaurar la expresién del gen de GHSR. Este sistema
permite reactivar la expresiéon de GHSR de manera tejido especifica dependiendo de la poblacién
celular en donde se exprese la Cre. Asi, estos ratones se pueden cruzar con cepas de ratones
que expresen la Cre en poblaciones celulares determinadas o pueden ser inyectados con
vectores virales que expresen la Cre en el las células de la regidn del encéfalo que infectan. Este
ultimo fue el caso usado en este trabajo de Tesis en donde se administré AAV que expresan la
Cre junto al reportero fluorescente mCherry en el AHL de ratones GHSR™" de manera de
restaurar la expresién de GHSR Unicamente en esta regidn. Algo a tener en cuenta en estos
modelos animales es que, debido a que no expresan GHSR en ningin momento de su vida,
podrian generar cambios durante el desarrollo a nivel de los circuitos neuronales que
compensen la falta del receptor, de manera que no se observen diferencias fenotipicas con
animales WT durante la adultez. De esta manera, los resultados obtenidos con estos modelos
animales deben analizarse con cuidado, considerando posibles cambios compensatorios que se

puedan darse durante la ontogenia del organismo [196, 197].

Para estudiar si las neuronas AHL®"R del ratén GHSR®™" son Gad2 se usé el animal
GHSR®CFP/Gad2¢"®/* /Rosa26'T°mato g| cual proviene de la cruza de ratones GHSR®® y ratones
Gad2°¢/*/Rosa26™™. Estos Ultimos a su vez se generaron a partir de la cruza de ratones
Gad2°®/*y ratones Ail4 los cuales expresan la proteina fluorescente roja tdTomato en el locus
constitutivo de Rosa26 [198]. La expresidn de la tdTomato depende de la accidn de la Cre ya que
estos ratones poseen en su genoma un TBC corriente arriba del gen de tdTomato. De esta
manera, en el ratén Gad2<®*/Rosa26To™ se expresara la tdTomato exclusivamente en las
neuronas Gad2. La expresion de la tdTomato se puede visualizar directamente por microscopia
de fluorescencia observandose células con gran intensidad de marcacién roja, indicando alta
expresion de la proteina [198]. Si bien esta expresidn alta de la tdTomato podria producir
toxicidad, no se encontraron cambios fenotipicos en los ratones asi como tampoco en la

morfologia de las células que la expresan [198].

Otro modelo animal usado en esta Tesis fueron los ratones con el ARC-lesionado que se
obtuvieron administrando MSG via intraperitoneal al cuarto dia postnatal. Este modelo animal

ha sido ampliamente caracterizado en el pasado de manera de obtener una lesidn especifica en
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las neuronas del ARC, sin lesionar otras regiones hipotalamicas o del resto del encéfalo [180,
193, 199-201]. Esta especificidad de la lesidn estad dada por el dia postnatal en que se administra
el MSG, la dosis usada y el hecho de que dicha inyeccidn sea realizada por Unica vez. El MSG
consiste basicamente en glutamato, el cual a altas concentraciones se vuelve excito-téxico [202]
lesionando asi las poblaciones neuronales del ARC. Al dia P4 la barrera hematoencefalica es
mds permeable al paso de sustancias de manera que aumenta la accesibilidad del MSG al ARC
[202]. Si bien este modelo animal es de amplio uso y muy simple de obtener, es importante
tener en cuenta que la lesién del ARC no posee especificidad en las poblaciones celulares que se

CNPY como las ARCPOMC, El uso de animales genéticamente

ablacionan, dafiando asi tanto las AR
modificados, como los knock out para AgRP o NPY, o modelos en donde se inhibe
farmacogenéticamente a ciertas poblaciones del ARC a través del uso de receptores DREADD
(del inglés para designer receptors exclusively activated by designer drugs), podrian ayudar a
obtener resultados mas especificos y mejorar el entendimiento del circuito neuronal estudiado.
De todas maneras, al menos los modelos genéticos, también suelen tener compensaciones en
los circuitos neuronales durante el desarrollo del organismo [197]. Asi, si bien el modelo de MSG

tiene sus desventajas, resulté de mucha utilidad al momento del estudio de los circuitos

inducidos por la accidn de la ghrelina en el AHL.

En relacién a los estudios funcionales, en este trabajo de Tesis se uso a la proteina c-Fos como
marcadora de activacién neuronal. Si bien esta proteina tiene un uso sumamente extendido en
el campo de las neurociencias, hay ciertos aspectos a tener en cuenta al momento de usarla
como herramienta de estudio. c-Fos es una proteina nuclear producto de la expresién del gen
de c-Fos, un protooncogén correspondiente a la familia de genes de expresion temprana (IEGs
de las siglas en inglés para immediate and early expression genes) ya que su expresion se
produce inmediatamente en respuesta a un estimulo. c-Fos dimeriza con la proteina c-Jun
formando el complejo AP1, el cual es un factor de transcripcién que activa la expresién de
numerosos genes relacionados a la proliferacion y diferenciaciéon celular, el control motor, la
recepcion de estimulos, procesos cognitivos, entre otros [203—205]. La vida media de c-Fos es
de aproximadamente 2 hs, siendo el pico de expresidén entre los 20 y 90 min post estimulacion
[206, 207]. Es por eso que en este trabajo las perfusiones de los animales para evaluar la
expresion de c-Fos por inmunomarcacién, se realizaron a los 2 hs post estimulacidn. Por otro
lado, c-Fos también posee ciertos niveles de expresion en células de la glia [203], de manera que
la interpretacién de los resultados concernientes a c-Fos debe ser cuidadosa. La expresion de c-

Fos se situa principalmente en el nucleo celular lo que permite que, mediante inmunotinciones,
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se pueda realizar otra marcacidn citoplasmatica en el tejido permitiendo asi evaluar la activaciéon
transcripcional en una poblacion neuronal especifica [205]. En este trabajo se usé ampliamente
c-Fos como marcador de activacion transcripcional, el cual ha sido empleado previamente para
estudiar la accién de ghrelina en el AHL [165, 189] como en otras regiones del encéfalo [166,
180, 201, 208, 209]. En este sentido, trabajos previos caracterizaron la induccién de c-Fos
inducida por ghrelina [180, 210-212], mostrando que las administraciones periféricas de la
hormona aumentan las células c-Fos+ en el ARC y en al drea postrema del tallo encefdlico,
mientras que administraciones ICV inducen estos aumentos también en otros nucleos
encefalicos, incluyendo al AHL [180, 208]. Estas diferencias entre las regiones en las que se
induce c-Fos con diferentes vias de administracién de la ghrelina, indican que las
administraciones ICV de la hormona producen cambios en la actividad de las neuronas que no

se observan con las administraciones periféricas.

Otro aspecto técnico a tener en cuenta es la determinacién de la presencia o no de ciertos
marcadores a través de inmunomarcaciones. Las inmunomarcaciones de este trabajo de Tesis
se realizaron para detectar c-Fos o para detectar la presencia de neuropéptidos en soma de
neuronas. Algunos de estos neuropéptidos precisan concentrarse en el soma para poder ser
detectados ya que los anticuerpos comerciales reconocen el neuropéptido maduro, el cual suele
ubicarse en las fibras y terminales axdnicas. Asi, para concentrar el neuropéptido, se inyectaron
animales con colchicina ICV y se los perfundid luego de 48hs. La colchicina actda inhibiendo el
transporte axonal evitando la polimerizacién de los microtubulos e impidiendo asi el trafico de
los neuropéptidos desde el soma hasta las terminales axdnicas [213, 214]. La administraciéon de
colchicina en el ventriculo cerebral agrega un grado de variabilidad en los experimentos, lo cual
debe tenerse en cuenta al momento de realizarlos. Sumado a esto, la colchicina por si sola
induce aumentos de c-Fos en la regién del encéfalo donde se administra, de manera que el tejido
de animales inyectados con esta solucién no fue usado luego para determinar activacion

neuronal por c-Fos.

En el dltimo apartado de resultados de este trabajo de Tesis se usaron AAV con el fin de restaurar
la expresion de GHSR en animales GHSR™". El empleo de vectores virales que expresen la Cre
recombinasa ha sido de gran utilidad durante las ultimas décadas en el campo de las
neurociencias [215-219]. En particular el uso de AAV como vectores génicos tiene grandes
ventajas como la baja inmunogenicidad y baja toxicidad que provocan en el tejido huésped, asi
como la expresidn de los transgenes por largos periodos de tiempo [215, 220]. Ademas, existen
multiples serotipos los cuales han sido caracterizados para distintas regiones hipotalamicas,

entre ellas el AHL [221]. Aqui se usd un AAV que exprese la recombinasa Cre y un reportero
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fluorescente rojo (mCherry), y un AAV control que solo expresa el reportero fluorescente verde
(eGFP). La validacion de la re-expresién de GHSR en el AHL de los animales GHSR™" AAV-CRE se
realizd a través de la visualizacién de la marca de mCherry en el AHL por microscopia de
fluorescencia. Otra aproximacién posible para realizar dicha validacidn podria haber sido la
inmunomarcacion contra GHSR en el AHL, de manera de detectar directamente la presencia del
receptor en el tejido. Lamentablemente, la deteccién de GHSR por inmunomarcacién es
especialmente dificil y en la actualidad no existen anticuerpos comerciales confiables para

detectarlo [152, 222].

Por otra parte, en esta seccidn de resultados se usaron distintos protocolos conductuales para
evaluar el efecto de la re-expresion de GHSR en el AHL. Estos protocolos incluyeron la exposicidn

a DACG, la restriccidn caldrica y la exposicidn a una solucién de sacarina.

El modelo animal de atracén con DACG ha sido empleado en previamente por nuestro grupo de
trabajo [44, 191, 195]. Dicho modelo consiste de tres aspectos relevantes en los episodios de
atracén: la gran cantidad de alimentos consumida, el corto periodo de tiempo en que se
consume, y la pérdida de control sobre la ingesta [223, 224]. La gran cantidad de alimento
consumida estd asociada al contenido energéticamente denso de los alimentos, mientras que el
corto periodo de tiempo estd asignado en el disefio experimental en donde los ratones poseen
disponible el pellet de DACG solo durante dos horas [223, 224]. Por otro lado, la pérdida de
control sobre la ingesta de DACG estd representada en el escalado en la hiperfagia a lo largo de
los dias en donde cada dia los ratones consumen mds DACG que el dia previo [224, 225]. Asi, el
protocolo de consumo de DACG usado en este trabajo fue de utilidad para modelar la conducta

de atracén en ratones.

Otro protocolo conductual llevado a cabo fue el de restriccion calérica al 60%. Este protocolo
fue empleado con el objetivo de aumentar la relacion ghrelina/LEAP2 en plasma como ha sido
reportado previamente [38, 226]. A su vez, datos aun no publicados de nuestro laboratorio
indican que la expresién de GHSR se encuentra aumentada en los animales restringidos respecto
a los animales alimentados ad libitum. Asi, la restriccion caldrica nos permitié estudiar el rol de

las neuronas AHLCHSR

en una situacién metabdlica en donde el sistema ghrelina/LEAP2/GHSR
cobra relevancia funcional. Para realizar la restriccidon calérica se midieron los consumos
nocturnos de alimento para cada animal durante cuatro dias previo al comienzo de la restriccion.
De esta manera, el alimento que se le otorgd a cada ratén durante la restriccidn corresponde al
40% de la cantidad diaria que consumié durante las mediciones basales, permitiendo asi realizar

una restriccion mas precisa acorde al consumo nocturno de cada animal.
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En otro grupo de experimentos, a los animales restringidos caldricamente e inyectados con AAV
se los expuso diariamente a una soluciéon del 0,1% de sacarina y se evalud su consumo durante
un periodo de cuatro horas. Esto se realizd con el objetivo de estudiar si el sistema
ghrelina/LEAP2/GHSR modula el consumo de sustancias con alto valor heddnico como la
sacarina. La concentracion de sacarina usada en estos experimentos ha mostrado ser apetecible
en ratones [227, 228] vy, al no poseer contenido calédrico, es de utilidad para estudiar conductas
alimenticias vinculadas a los circuitos neuronales heddnicos y sin intervenir los circuitos

homeostaticos [228].

Consideraciones conceptuales

Caracterizacién neuroanatémica de las neuronas AHL®HRy respuesta de las mismas a ghrelina

Como fue comentado anteriormente, el modelo GHSR®®"P fue de especial interés en este trabajo
de Tesis para poder estudiar distintos aspectos de las neuronas AHL®"R. Dentro de los estudios
anatdmicos en los cuales se usé el GHSR®C, |as cuantificaciones de neuronas AHL®®™? marcadas

LGHSR

con inmunotincién cromogénica indicaron que hay un total de ~800 neuronas AH en el

encéfalo de cada ratdn. Trabajos previos mostraron que la estimulacién de algunos cientos de

neuronas ARCNPY

alcanza para inducir vorazmente el consumo de alimento [229], lo que indica
que el nimero de neuronas AHL®HSR encontrado podria ser suficiente para mediar efectos en la
conducta alimentaria. Estas 800 neuronas se distribuyen a lo largo de 20 de los 21 bregmas que
corresponden al AHL segun el Atlas del cerebro del ratén de Paxinos & Franklin. Esta distribucion
es homogénea en todo el nucleo ya que no se encontraron agrupamientos diferenciales entre
las AHLS™SR en contraste a lo observado con neuronas que expresan GHSR en otras regiones del
encéfalo, como el nucleo del tracto solitario [209]. La inmunotincidon cromogénica contra eGFP
en estos animales también permitié estudiar la morfologia de las AHL®"SR. Aqui se encontré que

la mayoria de las AHLS"R posee caracteristicas citoarquitectdnicas similares lo que sugiere que

podrian constituir un Unico grupo de neuronas en el sentido funcional.

La administracion de ghrelina en el AHL de ratones evoco aumentos en el consumo de alimento
respecto al grupo inyectado con solucion vehiculo. La magnitud del alimento consumido (~10
veces mas que los consumido por el grupo vehiculo) y la relativa baja dosis de ghrelina
administrada (30 pmol/lado comparado con la dosis de 300 pmol/lado usada en estudios en rata

[165, 166]) indican que el efecto orexigénico de la ghrelina en el AHL es muy potente. A su vez,
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este efecto pareceria ser selectivo al consumo de alimento y no a otras conductas ya que no se
observaron cambios en el tiempo de excavacion, de exploracién vertical, de saltos o de
acicalamiento. La selectividad de poblaciones neuronales de un mismo nucleo hacia diferentes

GABA como de

conductas ha sido reportada previamente para el AHL, dentro de las neuronas AHL
las AHLN® [93, 119]. La administracion de ghrelina intra-AHL tampoco produjo cambios en el
consumo de Oz lo cual coincide con resultados previos usando inyecciones centrales de ghrelina
tanto en ratas como en ratones, mostrando también que la administracién central de ghrelina
no aumenta el gasto energético en ausencia de ingesta de alimentos [230, 231]. Un aspecto a
tener en cuenta al estudiar los efectos evocados por la administracidn de ghrelina intra-AHL, es
gue estos pueden deberse en parte a la activacidon de GHSR presente en terminales axdnicos de
neuronas que proyectan hacia el AHL, y no solo por la activacién de las AHL®HSR en si. Este
fendmeno ha sido observado previamente en otras regiones del encéfalo como el PVN o el NTS
[201, 232]. En particular, las neuronas glutamatérgicas del hipocampo ventral que expresan

GHSR y que inervan a las AHL°"* inducen el consumo de alimento, aunque resta saber si GHSR

se expresa en las terminales de dichas neuronas hipocampales [233].

En esta seccion de resultados se clarifican algunos aspectos neurobioldgicos que median el
efecto orexigénico de la ghrelina en el AHL. El mapeo de la induccién de c-Fos en las diferentes
regiones del encéfalo mostré un aumento de células c-Fos+ en el ARC, indicando que este nucleo
podria estar “rio abajo” de la accién de ghrelina en el AHL. Ademas, la ghrelina administrada en
el AHL no indujo el consumo de alimento en ratones con el ARC-lesionado, indicando que el ARC
es requerido para la que la ghrelina induzca dicho efecto orexigénico cuando actua en el AHL.

CNPY ambas

En el mismo sentido, la ghrelina intra-AHL estimulé c-Fos en las AHL®"®* y en las AR
poblaciones conocidas por inducir fuertemente el consumo de alimentos [229].
Sorprendentemente, encontramos que GHSR no se expresa en las AHL®™*, pero el bloqueo
farmacoldgico del receptor 1 de orexina en animales inyectados con ghrelina intra-AHL bloqueé
el consumo de alimento y la induccién de c-Fos en las ARCNPY. Trabajos previos mostraron que
las neuronas AHL°"** inervan a las neuronas ARCNPY [149] y que la inyeccién central de orexina
induce la activacién de las ARCNPY de manera dependiente del receptor 1 de orexina [161, 184].
Por lo tanto, se podria hipotetizar que la ghrelina actta a través de las neuronas AHL®HR |as
cuales, a través de algiin mecanismo desconocido, activan a las neuronas AHL®"* las cuales a su

C""induciendo asi el consumo de alimento. Como fue comentado

vez reclutan a las neuronas AR
anteriormente, no se puede descartar la posibilidad que el efecto orexigénico de la ghrelina

intra-AHL sea, en parte, por la accién de la hormona sobre GHSR ubicado en las terminales
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axdnicas de las neuronas ARCNPY

qgue inervan al AHL [156]. Esta hipdtesis debe ser abordada en
estudios futuros para clarificar la relacién entre el ARC y el AHL en cuanto a la seiializacién de

GHSR.

Inesperadamente, los resultados indicaron que las neuronas AHL°™®* no expresan GHSR. Esta
observacién esta en linea con reportes de analisis transcriptomicos de las AHL°™* del AHL en
donde no se encontré expresién significativa de GHSR en ratones [181]. Por otro lado, reportes
previos mostraron que la ghrelina despolariza e incrementa la frecuencia de disparos de
potenciales de accién en 6 de 9 neuronas asiladas de AHL°™* de raton [234]. Este numero de
neuronas pareceria ser pequefio considerando las ~2800 neuronas AHL®™* presentes en el
encéfalo [149, 235]. Debido a la diferencia entre las aproximaciones experimentales, es dificil
identificar las razones que subyacen a la aparente discrepancia entre ambos resultados. A su
vez, la observacion de que la administracion de ghrelina en el AHL recluta indirectamente a las
AHL®™ estd en consonancia con la idea de que las AHL®™®* estan fuertemente reguladas por

conexiones locales [236, 237].

LeHSR no expresan MCH, paravalbimina,

Los resultados también indicaron que las AH
somatostatina, oxitocina, TRH o galanina, algunas de las cuales median la activacion de las
AHL°"®*inducida por ghrelina [236]. Ademas, se encontré que las AHL®HSR tampoco son expresan
GADG65, un marcador de una subpoblacion de neuronas GABAérgicas. Debido a que la
herramienta metodoldgica solo nos permitié6 marcar las neuronas GAD65, no podemos
descartar que GHSR se exprese en otras poblaciones de neuronas GABA como aquellas que
expresan la isoforma GAD67 o el transportador vGat [238]. La poblacién de neuronas GAD67 no
es particularmente abundante en el AHL [238] contrario a la poblacién de neuronas que
expresan vGat, cuya activacién induce de manera potente conductas tanto apetitivas como
consumatorias relacionadas a la alimentacion [93]. Por otro lado, se observé que el ~8% de las

neuronas AHL®HSR

expresan nNOS, la cual produce dxido nitrico que actuda, en parte, de manera
local inhibiendo a las neuronas AHL®™®X [130]. Ademds, se encontré que el 2% de las AHLS™R
expresan neurotensina. Estudios previos indican que la ghrelina no induce aumentos de c-Fos
en las neuronas AHLN® las cuales poseen un fuerte rol anorexigénico [239], lo que indica que la
ghrelina no estaria ejerciendo su rol orexigénico actuando a través de esta poblaciéon neuronal.
Asi, a pesar de los esfuerzos realizados, no se logré develar el fenotipo neuroquimico de mayoria
de las AHL®™R, En este sentido, una posibilidad latente es que las AHL®™R sean neuronas
glutamatérgicas, fenotipo que no hemos evaluado. Si bien las AHL°™* expresan glutamato,

existen poblaciones de neuronas AHL®'"t que forman una poblacién independiente de las AHLO"
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y que modulan conductas alimentarias [240]. La activacion de las AHL®"“t induce conductas
aversivas y la administracidn periférica de ghrelina induce la activacion de proyecciones de estas
neuronas hacia la LHb [241, 242]. Esto pareceria indicar que esta poblacién neuronal no media
los efectos orexigénicos de la administracion de la ghrelina en el AHL. De todas maneras, se
precisan futuros experimentos para dilucidar el rol de estas neuronas en la accién de ghrelina

sobre el AHL.

Luego, encontramos que la administracion de ghrelina en el AHL de ratones aumenta de manera
transitoria su locomocién. Esto podria ser una evidencia funcional de la accién de la ghrelina en
el AHL ya que se ha demostrado que la estimulacidn eléctrica de esta regidn estimula el inicio
de la locomocién en ratas [243, 244]. El sustrato neurobioldgico involucrado en la estimulacion
de la locomocidn por la accidn de la ghrelina en el AHL no ha sido abordado en esta Tesis, pero
podria implicar el reclutamiento de la via mesolimbica ya que estudios previos mostraron que la
administracion de ghrelina en el AHL potencia la liberacién de dopamina en el NAcb [245].
Ademas, esta locomocion inducida por ghrelina probablemente involucre a las AHL°"®* ya que
estas inervan multiples areas vinculadas con la locomocidn como la sustancia nigra, el AVT, el
NAcb, la corteza motora, el locus coeruleus y ciertos nucleos de la médula espinal [149, 183,
246]. En particular, en los animales inyectados con ghrelina en el AHL no se observé induccién
de c-Fos en las areas correspondientes a la via mesolimbica como tampoco en las neuronas TH+
de dicha region. Sin embargo, el uso de c-Fos como marcador de activacion de la via mesolimbica
estd en debate ya que posee una induccién débil ante la activacion eléctrica de las neuronas
dopaminérgicas del AVT [247, 248]. Ademas, la administracidn de ghrelina en el AHL de ratas
induce el estado de vigilia [249], por lo que el grado en que este estado afecta el consumo de
alimento y la locomocién inducida por ghrelina, es incierto. De todas maneras, disociar estos
efectos del AHL, muchas veces producidos por las mismas poblaciones neuronales, es una tarea

muy dificil de llevar a cabo experimentalmente [250].

Los estudios en los que se usé ghrelina fluorescente indican que tanto la ghrelina presente en el
plasma como en el liquido cefalorraquideo no acceden al AHL de manera aguda. Estas
observaciones se condicen con estudios tanto de nuestro grupo de trabajo [185, 251] como de
otros [252], en donde elevaciones rapidas de la ghrelina circulante no impactan en regiones
encefalicas que estén localizadas lejos de zonas con capilares fenestrados o de los ventriculos
cerebrales, estructuras a través de las cuales la ghrelina podria acceder al encéfalo [185]. En el
experimento donde se evalud la accesibilidad al AHL, se usé una version de ghrelina unida al
fluoréforo DY-647P el cual emite fluorescencia en la longitud de onda correspondiente al rojo

lejano, visible con fluorescencia directa. En trabajos anteriores de nuestro laboratorio [180], se
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realizaron ensayos similares usando una versién de la ghrelina unida a fluoresceina la cual se
visualizo a través de inmunotinciones cromogénicas [253]. En estos trabajos se detectd senal de
ghrelina fluorescente en el AHL de ratones solo cuando la hormona se administré en el liquido
cefalorraquideo. En cambio, en los experimentos presentados en esta Tesis, una delimitacién
neuroanatdmica mds precisa del AHL y administraciones de concentraciones menores de
ghrelina fluorescente permitieron determinar que la hormona no accede a dicha regién.
También, se encontrd que la administracidon central de ghrelina induce aumentos de c-Fos en
~10% de las neuronas AHL®"R |o cual podria suceder a través de mecanismos indirectos dado
los resultados previos que indican que la ghrelina no accede al AHL. Es de destacar que, dado
que la ghrelina no se produce en el cerebro, la hormona precisa acceder al encéfalo a desde la
periferia [35, 185]. Asi, es probable que la accidn de GHSR en el AHL sea a través de mecanismos
independientes de su unidn a ghrelina, los cuales comprenden tanto la actividad constitutiva del
receptor como la actividad dependiente de la heterodimerizacién con otros receptores

acoplados a proteina G [254-256].

Respuesta de las neuronas AHL®HSR a LEAP2 y caracterizacién funcional del péptido

En el afio 2018 Ge y colaboradores encontraron un nuevo ligando endégeno para GHSR: LEAP2
[38]. Dado su reciente descubrimiento, inicialmente debimos caracterizar ciertos aspectos
fisiolégicos del LEAP2 y del trazador desarrollado para su estudio, previo a evaluar sus efectos
sobre el AHL. Dicha caracterizacién consistié en estudiar qué regién del péptido mantiene la
bioactividad, la especificidad del trazador F-LEAP2 hacia GHSR vy su accesibilidad a diferentes

nucleos del encéfalo.

El péptido maduro de LEAP2 contiene 40 aminoacidos y dos puentes disulfuro en el extremo C-
terminal. Debido a que no se conocia que region del péptido es la que une a GHSR y por lo tanto
es bioactiva, se trabajo con una variante de LEAP2 que mantiene los primeros 12 residuos de la
region N-terminal (LEAP2 1-12-NH3), una variante que mantiene los ultimos 20 residuos de la
region C-terminal (LEAP2 15-40-OH) y una variante correspondiente al péptido maduro (LEAP2
1-40). Los resultados indicaron que la region N-terminal del péptido mantiene la bioactividad al
inhibir el efecto orexigénico de la ghrelina. Esto se observé administrando las variantes de LEAP2
tanto por via subcutanea como ICV. Estudios complementarios de nuestro grupo [45] y de otros
[257, 258] mostraron resultados similares a los nuestros a través de modelos in vitro en donde

se usaron variantes mutadas tanto de LEAP2 como de GHSR, permitiendo asi identificar con
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precisidon que residuos del péptido son relevantes para la unién con el receptor. En particular
estos trabajos identificaron los primeros aminodcidos de LEAP2 desde el extremo N-terminal
como residuos clave en su unién con el receptor, en linea con lo observado en este trabajo de

Tesis.

Con el objetivo de caracterizar aspectos neuroanatémicos de la accién de LEAP2 en el encéfalo,
usamos el trazador F-LEAP2 el cual consiste en los primeros 17 residuos de LEAP2 desde el
extremo N-terminal unidos al fluoréforo DY-647-Pl el cual puede ser observado en el
microscopio de fluorescencia en el rango del rojo lejano. Al inyectar F-LEAP2 via ICV en ratones
WT observamos que el patrén de pegado y los nucleos del encéfalo que poseian marca del
fluoréforo tenian una correspondencia muy grande con aquellos marcados en el pasado con
versiones fluorescentes de la ghrelina [185, 190] y no se observé marca de F-LEAP2 en regiones
en donde no se haya reportado la presencia de GHSR. Esto indicé que LEAP2 mantiene
especificidad de uniéon a GHSR y en particular a las regiones del encéfalo que lo expresan.
Posteriormente, esta especificidad fue confirmada realizando un ensayo de competencia en
donde primero se administré ghrelina nativa o LEAP2(1-40) via ICV y luego F-LEAP2 en ratones
WT. Asi, luego se evalud la presencia de sefial fluorescente en el ARC y se observé que la unién
de F-LEAP2 es bloqueada por ghrelina o LEAP2, indicando que su unién al ARC es especifica. En
el mismo sentido observamos que F-LEAP2 mantiene la bioactividad al inhibir el efecto
orexigénico de la ghrelina, indicando nuevamente que esta molécula es un trazador confiable

para estudiar la fisiologia de LEAP2.

Es interesante destacar que en el mapeo neuroanatdmico realizado con F-LEAP2 no se encontré
marca fluorescente en el AHL, similar a lo observado con la F-ghrelina. Estos resultados
indicarian que la accesibilidad de ciertas moléculas, incluso cuando son administradas en el LCR,
es limitada a ciertas regiones del parénquima, generalmente aquellas cercanas al sistema
ventricular [185, 253, 259, 260]. En el mismo sentido, la inyeccién de LEAP2(1-40) ICV no indujo
aumentos del nimero de células c-Fos+ en el AHL, contrario a lo observado con la administracion
de ghrelina por la misma via, indicando que el AHL se activa en respuesta a la ghrelina, pero no
a LEAP2. Esta combinacion de resultados podria parecer paraddjica ya que, si bien ni la ghrelina
ni LEAP2 ICV acceden al AHL, la primera induce su activacién mientras que el segundo no. Ahora
bien, la ghrelina ICV podria actuar a través de vias indirectas reclutando poblaciones de
neuronas periventriculares que inerven al AHL y actuen induciendo c-Fos en esta region.
También, la inyeccién de LEAP2 ICV podria inducir c-Fos en un grupo de neuronas del AHL e

inhibirlo en otro grupo de manera que el nimero de células c-Fos+ para todo el AHL no difiera
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entre los grupos experimentales, explicando asi los resultados obtenidos. De todas maneras,

nuevos experimentos se necesitarian para abordar estas hipoétesis.

En concordancia con los resultados que indican que ni ghrelina ni LEAP2 acceden al AHL, GHSR
podria actuar en las AHLS™R a través de su actividad independiente de ligandos, como fue
comentado en el apartado anterior. Esta actividad de GHSR ha sido observada previamente
tanto en estudios in vitro [58, 62, 255] como in vivo [66, 261]. De todas maneras, se precisan
realizar nuevos experimentos para estudiar el grado en que la sefializacion de GHSR en las

GHSR

neuronas AHL estd dada por su actividad independiente de ligandos.

LGHSR

Estudio del rol de las neuronas AH en la modulacién de conductas alimentarias

LGHSR

En esta seccidén se estudio el rol de las neuronas AH en la modulaciéon de conductas

alimentarias de manera independiente de la administracion de ghrelina y LEAP2.

Primero se evalud la induccién de c-Fos en las AHLS"R en un contexto en donde la relacién
ghrelina/LEAP2 en plasma estd incrementada. Los resultados indicaron que las neuronas AHLS"P
del ratén GHSR®®"P no se activaron ante una restriccion caldrica de cinco dias. Estos datos
sugieren que incluso en situaciones donde la ghrelina plasmatica estd aumentada, esta no logra
inducir cambios en la activacién transcripcional en las neuronas AHL®"R, De todas maneras,
dado que c-Fos es una proteina de expresion rapida, podria suceder que no sea el marcador
Optimo para evaluar la activacion de las neuronas ante desafios de largo término como lo es la

restriccion caldrica [205, 206, 262].

Posteriormente se evalud el efecto de la expresion de GHSR exclusivamente en el AHL a través
del uso de AAV. Esto se realizé en ratones WT y GHSR™" inyectados en el AHL con un AAV que
expresa la Cre recombinasa o con un AAV control. A dichos ratones se los expuso a dos
protocolos conductuales: un protocolo de atracén con DACG y un protocolo de consumo de

sacarina durante una restriccion caldrica del 60%.

El protocolo de atracon con DACG ha sido caracterizado previamente por nuestro grupo de
trabajo [191, 195] en donde se observd que los ratones WT presentan una hiperfagia en el
consumo de la DACG a lo largo del protocolo. Dicho fenotipo no se observd en los ratones

GHSR™" y en el mismo sentido, se reportd que los animales WT consumieron significativamente

mas DACG que los GHSR™" tanto en el consumo diario como en el acumulado. Ademas, se
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observd un aumento de células c-Fos+ en nucleos de la via mesolimbica y en el AHL en los
animales WT al finalizar el ultimo dia de consumo de DACG. Entonces, debido a que el consumo
de DACG en este protocolo involucra la expresion de GHSR vy la activacidon del AHL, en este

LGHSR en el atracon con DACG. Si bien no se

trabajo de Tesis se estudié el rol de las neuronas AH
observaron diferencias entre el consumo diario o acumulado de DACG entre ratones WT,
GHSR™" AAV-eGFP y GHSR™" AAV-CRE, se reportaron diferencias en los grupos WT y GHSR™"
AAV-CRE respecto al consumo del primer dia de exposicion a la dieta del mismo grupo. Estos
resultados indican que las neuronas AHL®"*R participan en el fenotipo de hiperfagia ascendente,
la cual estd asociada con la pérdida de control progresiva en el consumo de alimentos [263, 264]
como de otras sustancias de abuso [225, 265]. Trabajos previos del grupo identificaron que la
expresion de GHSR exclusivamente en las neuronas dopaminérgicas es suficiente para producir
dicho fenotipo de atracdn con DACG [195]. Dado que las inervaciones del AHL hacia las neuronas
dopaminérgicas de la via mesolimbica modulan conductas heddnicas de la alimentacidn [78, 93,

240], es posible que la expresion redundante de GHSR en varios nucleos de estos circuitos sea

suficiente para producir el fenotipo de atracén.

El segundo protocolo consistié en evaluar el consumo de sacarina en ratones sujetos a una
restriccion calérica del 60% durante cuatro dias. Una restriccion caldrica de esta magnitud
produce una elevacién en los niveles plasmaticos de ghrelina, descenso en los niveles de LEAP2
y aumento de las conductas apetitivas [231, 266, 267] incluyendo el aumento en el efecto
recompensante que produce la estimulacidn eléctrica intra-AHL [268]. Dado que en esta
condicidn metabdlica el AHL modularia conductas recompensantes, se decidid evaluar el rol de
las AHL®HSR en el consumo de sacarina en ratones bajo restriccién caldrica, dado que la sacarina
es un endulzante artificial que mantiene Unicamente propiedades heddnicas ya que no posee
contenido caldrico [269, 270]. Aqui se observé que los animales WT y GHSR™" AAV-CRE
consumieron significativamente mds sacarina en el RC2 respecto al dia previo a la RC. Esto no se
observé en los animales GHSR™" AAV-eGFP. Al evaluarse el consumo acumulado de sacarina
durante toda la RC, se observé que los animales WT consumieron mas sacarina que los GHSR™"
AAV-eGFP, sin embargo, no se observaron diferencias entre los GHSR™" AAV-CRE y el resto de
los grupos experimentales. Estos resultados indican que GHSR participa en la modulacion del
consumo de las sustancias con alto valor heddnico en situaciones de déficit energético. Ademas,
las neuronas AHL®™R podrian estar involucradas en dicho fenotipo, aunque su participacién es
dudosa dado que los animales GHSR™" AAV-CRE Unicamente aumentaron su consumo en el dia

RC2 y no presentaron diferencias con los GHSR™" AAV-eGFP en el consumo acumulado. Un
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factor involucrado en estos experimentos, es la variabilidad en la recombinacién génica
producto de la inyeccidn de los AAV. Dicha variabilidad en la re-expresién de GHSR en el AHL de
los animales GHSR™" AAV-eGFP podria reflejarse en la dispersion en el consumo de sacarina,

disminuyendo asi la capacidad de evidenciar diferencias conductuales.

En resumen, estos ensayos indican que las neuronas AHL®"SR participan de aspectos vinculados
al consumo de alimentos con alto valor heddnico, aunque esto no se observé en el consumo de
liquidos como sacarina en ratones bajo situaciones de déficit energético. Dados estos resultados,
resta preguntarse écudl es el circuito reclutado ante la re-expresién de GHSR en el AHL para
inducir el consumo de alimentos apetecibles? Previamente observamos que la inyeccion de
ghrelina en el AHL indujo el consumo de alimentos e involucré la activaciéon de neuronas del
nucleo ARC, pero no de nucleos de la via mesolimbica como el AVT o el NAcb. Ahora bien, dado
que la re-expresién de GHSR induce el consumo de alimentos apetecibles y que tanto la ghrelina
como LEAP2 no acceden al AHL, es posible que la sola presencia de GHSR en el AHL involucre la
activacion de neuronas del AVT o del NAcb para inducir el consumo de DACG. Estudios previos
de nuestro grupo de trabajo indicaron que el consumo de DACG involucra la activacién de las
neuronas dopaminérgicas de la via mesolimbica y que la presencia de GHSR en estas neuronas
es necesaria para inducir dicha conducta [191, 195]. De esta manera, estos resultados respaldan
la hipétesis de que nucleos de la via mesolimbica podrian participar en el consumo de DACG
mediado por la expresidon de GHSR en el AHL. En el mismo sentido, se podria proponer otra
hipdtesis en donde el circuito neuronal reclutado para inducir el consumo de DACG luego de la
re-expresion de GHSR en el AHL, es el mismo que aquel que se activa ante la administracién de
ghrelina en el AHL, es decir AHLCHSR>AHLO"®*>ARCNPY. Dado que la conducta de atracén con
DACG esta fuertemente vinculada a la actividad de nucleos de la via mesolimbica [271] es
probable que sean los nicleos de esta via y no el nucleo ARC los que medien el atracén con
DACG en los ratones GHSR™" AAV-CRE. De todos modos, se precisan nuevos ensayos que

confirmen cual es la via neuronal involucrada en esta conducta.

Por ultimo, es importante destacar que los experimentos realizados en este trabajo de Tesis
incluyeron Unicamente ratones machos. Trabajos previos mostraron que el efecto orexigénico
de la ghrelina es mas potente en machos que en hembras, tanto en ratones como en ratas [272,
273]. Ademas, se reportd que la accidn de la ghrelina especificamente en el AHL aumenta el
consumo de alimento en ratas tanto machos como en hembras, aunque solo induce conductas

vinculadas a la busqueda de alimento solo en hembras [164]. En funcién de estos reportes,
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futuros estudios son necesarios para investigar si existe dimorfismo sexual en la fisiologia de las

neuronas AHLSHSR,
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente trabajo de Tesis nos permiten proponer las siguientes

conclusiones:

LSHSR se distribuyen de manera homogénea en todo el AHL.

e las neuronas AH

e Laaccién de la ghrelina sobre las neuronas AHL®HSR de ratones induce el consumo de
alimento y la locomocién de manera transitoria.

e El efecto orexigénico de la ghrelina sobre el AHL de ratones involucra indirectamente a
las neuronas AHL®™®" y 3 |as neuronas ARCNPY.

e Aumentos de LEAP2 en el LCR no inducen la activacién del AHL.

e Tanto la ghrelina como el LEAP2 presentes en el plasma o en el LCR no acceden al AHL,
aunque la ghrelina presente en el LCR impacta en la actividad de poblaciones neuronales
del AHL.

e Lla presencia de GHSR exclusivamente en las neuronas AHL®"R modula el consumo de

alimentos apetecibles.
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