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Prologo-

En las tltimas décadas se ha ido produciendo una transicion en los habitos
alimentarios generando sobreconsumo. La dieta tradicional ha sido reemplazada por
alimentos baratos, procesados y facilmente accesibles, ricos en carbohidratos refinados,
grasas animales y aceites comestibles, que han resultado en un incremento de individuos
con sobrepeso a nivel mundial. Mientras se convierte en una enfermedad epidémica en
todo el mundo, la obesidad también empieza a dar senales de alerta en nuestro pais. Lo
corroboré la Encuesta Nacional de Factores de Riesgo 2005-2009, realizada por el
Ministerio Nacional de Salud que muestra que mas de la mitad de la poblacién argentina
-exactamente el 53,4%- tiene exceso de peso (sobrepeso y obesidad).

El sobrepeso incrementa los riesgos de desarrollar una serie de patologias tales
como sindrome metabdlico, diabetes, trastornos cognitivos y enfermedad de Alzheimer
(EA). La EA representa la causa mds comin de demencia, acaparando entre un 60% y un
70% de los casos. La misma, es un trastorno neurodegenerativo cronico, que afecta en
forma progresiva la memoria, la conducta, otras funciones cognitivas (como el lenguaje) e
impacta en la vida diaria de los pacientes y sus familias.

Con el aumento de la expectativa de vida, se estima que en Latinoamérica la
cantidad de personas con EA aumentara mds de 300% en los préoximos 20 aiios*. La
incidencia anual de demencia en Latinoamérica es de 9,2 casos por cada mil habitantes, y
se calcula que afecta en la actualidad a mas de 400 mil argentinos. Es por ello que suele
referirse a los trastornos cognitivos y a las demencias como 'la nueva epidemia’, con
importantes consecuencias a nivel sanitario y econéomico. Después de 100 anos desde el
descubrimiento de la enfermedad todavia se esta luchando para encontrar una cura.

En ese sentido, existe gran interés en desarrollar drogas efectivas que modifiquen la
biologia de la enfermedad y/o mejoren los sintomas. Por otra parte, ha sido demostrado
que las hormonas relacionadas con la homeostasis de la glucosa, el control del balance
energético y la ingesta, tales como leptina, grelina, insulina, GLP-1, ejercen multiples

acciones a nivel del sistema nervioso central, entre ellas en la fisiologia del hipocampo,
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Prologo-

afectando la plasticidad estructural y en consecuencia las funciones cognitivas tales como
aprendizaje y memoria.

Nuestro grupo de trabajo inici6 sus investigaciones con la finalidad de aportar
nuevos conocimientos relacionados a la fisiologia de la hormona grelina, referidos a la
ingesta, ansiedad y memoria. En la actualidad, y después de 14 afos en el tema, este
trabajo de tesis doctoral se centra particularmente en los efectos de grelina a nivel
hipocampal, con el objetivo de aportar nuevos elementos para la comprension de el/los
mecanismos por el/los cual/es esta hormona facilita la memoria, de manera que este
conocimiento basico pueda contribuir a desarrollar nuevas estrategias y/o farmacos para

el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas.

Dra. Susana Rubiales de Barioglio.

*The World Alzheimer Report 2015, The Global Impact of Dementia: An analysis of prevalence,
incidence, cost and trends. Alzheimer's Disease International (ADI).



INDICE

RESUMEN ... ..ottt ettt e st e e st e st e st e s st e s e e sase e st e sssessnsesseesnsessneenns 1
INTRUDUCGCION ......ototieteeeeeeeeeeeeeeeteeeteeeeeeeeeeteseeeesesesseseeseseesesesseseessesessesessesesessens 4
GRELINA ...ttt ettt ettt et e st e bt e st e st s bt e st e s st e s e e e see s b e e s b e eneeenee 5
Estructura, sintesis y secrecion de Greling..............c.cceeeeeeeeeeeeeeneeeeneennnne 6
Receptor de Grelina: estructuray localizacion ...........ccccceeeeeeeeveeeecneeennee. 14

Efectos biol6gicos de Greling............cocoeeeeueeecueiieieienniiieeiieeeeieeeseeeeeeeeenane 18
APRENDIZAJE Y MEMORIA ..ottt ereeee e e e 20

PARTICIPACION DE GRELINA EN PROCESOS DE APRENDIZAJE

Y MEMORIA ......ooieetereeereecte et sasae s se s seses st s s ss st sensessanaesas 35
SEROTONINA Y GRELINA .......coeviuevieeueereeteeesaesesseesesssesesassessssessessssesassesans 40
OBJETIVOS ...ttt e e e e e e et tetaa e e e e e e et aasasassessaeesasssssnnnsseessessens 42
OBJETIVO GENERAL......ooviieiueeieceeeceeseeeseesesseesessaesesassessassessessesassssasanens 43
OBJETIVOS ESPECIFICOS........coeviueiiererierereiieisesiesessssesssesesssanssaesesesesananans 44
MATERIALES Y METODOS ..........coooooiiiiieieiiieiesnieteiessse e ssananane 45
ANIMALES .....ooovviuetieeteteeetessete s ssse s st ses s s se st sassessassesansessasaesans 46
CIRUGIA ESTEREOTAXICA ....ooovvviereetereteeeeceeee ettt 47
MICROINYECCION INTRACEREBRAL........ceoovueviereereeeteeessesesaesessse e 48
ANALISIS HISTOLOGICO .....ououveereereeceereeeeeeeeseesesessesesaessssse s senaesenas 48
DROGAS ...ttt teeeeee et s e s e sesas s s st s s s s s s st e s sassesansessassesasanens 50
ADMINISTRACION ...ooiteeeeeeeeeeeeeeeetee e et et eeeaeeteseeseeseseesessesseeseeesessessesessenes 50

PURIFICACION DE SINAPTOSOMAS ....veeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeseeseesessesssssssens 50



ENSAYO DE LIBERACION DE GLUTAMATO .......c.ccoveiuruerereirereereaesessenenenne 52

PRUEBA DE EVITACION INHIBITORIA: Step Down Test (SDT) ................ 53
ELECTROFISIOLOGIA ..ottt 55
INMUNOHISTOQUIMICA ......ouvieeteeceeeeeeceeeeeeeee e 57
CUANTIFICACION DE CELULAS INMUNOREACTIVAS-NR2B................... 58

ESTUDIOS DE LIBERACION DE SEROTONINA EN HIPOCAMPO
POR SUPERFUSION .....eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeseesessessessesessssessessessessessssessens 59
RESULTADOS ....oooeeeeeeeeeeeeeeeee e eeeveeeeeeeseeseeeeseesesesessessesesesseasesesesseasesssessensssssenes 63

OBJETIVO ESPECIFICO 1. Determinar si el efecto potenciador de Gr sobre
la retencion de la memoria implica la modulacion del proceso de

consolidaciéon: ventana temporal de dicho efecto ...........ccccuveeeeecvuveeeeceiuveeeenns 64

OBJETIVO ESPECIFICO II. Investigar si los efectos inducidos por el
péptido sobre la retenciéon de la memoria y sobre la plasticidad sindptica son

dependientes de la activacion de su receptor especifico (GHS-R1A) .............. 67

OBJETIVO ESPECIFICO III. Determinar el efecto de Gr sobre la liberacién
de glutamato endbégeno evocado por 4-AP a partir de sinaptosomas

RIDOCAIMPALES ...ttt e e tee e et e e e e aae e e e aae e e e snsaaeeennns 72

OBJETIVO ESPECIFICO IV. Investigar el efecto de la administracién del
péptido sobre la expresion de la subunidad NR2B de los RNMDA, y sobre los
efectos conductuales y electrofisiolégicos en animales pretratados con un

antagonista de la subunidad NR2B, RO 25-6981 .........uuueeeeeeeecceverreeeeeeeeeeeenns 74

OBJETIVO ESPECIFICO V. Determinar el efecto de Gr sobre la liberacion

de [3H]5-HT de rebanadas de RIPOCAIMPO ...........ueeecueeeecuveeecieeeeirreeeireeeeaeeeeseens 82
DISCUSION ......ooiiiimiiieitininetrtieestee sttt eas st ess et st sesssssesassessesassessssssaes 86
BIBLIOGRATFTA ...t eeeee et eseetesesees e eseeseeene e eneneesenenen 08

PUBLICACIONES CIENTIFICAS .....oeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeeeeeeeeeeeseeseesesaens 123



ABREVIATURAS

Aa: aminoacidos

ACTH: hormona adrenocorticotropa

AgRP: proteina relacionada con el gen Aguti

AMPc -del inglés- cyclic adenosine monophosphate: adenosin monofosfato ciclico
ANOVA: andlisis de la varianza

ARC: nicleo arcuato

ARNm: acido ribonucleico mensajero

AUC: area bajo la curva

BHE: barrera hematoencefalica

Ca?*: calcio

[Ca2+];: concentracion de calcio intracelular

CaMCKII: proteina quinasa dependiente de calcio/calmodulina I
CREB: proteina de union al elemento que responde a AMPc

DG: giro dentado

EPSP: -del inglés- field Excitatory Post-Synaptic Potentials: potenciales post-sinapticos

excitatorios de campo

ER: reticulo endoplasmatico

ERK1/2: quinasa regulada por sefiales extracelulares
GH: hormona de crecimiento

GHRH: hormona liberadora de GH

GHRH-R: receptor de GHRH

GHS: secretagogos de la hormona de crecimiento

Xl



GHS-R: receptor especifico para GHS

GHS-R1a: receptor para secretagogos de la hormona de crecimiento tipo 1a

GHS-R1b: receptor para secretagogos de la hormona de crecimiento tipoib

GLP-1: péptido similar al glucagoén tipo 1

GMPC: guanosin monofosfato ciclico

GOAT: O-aciltransferasa de grelina

GPCR: receptor acoplado a proteina G

Gr: Grelina

icv: intracerebroventricular

IGF-I: factor de crecimiento insulinico tipo 1

ip: intraperitoneal

IP3: inositol trifosfato

JNK: quinasa N-terminal c-Jun

LTM: lobulo temporal medial

LTP -del inglés- Long Term Potentiation: potenciacion a largo plazo
MAPK: proteina quinasa activada por mitégenos
MBOATs: O-aciltransferasas unidas a membrana

MCP: memoria a corto plazo

MLP: memoria a largo plazo

NDR: ntcleo dorsal del rafe

NO -del inglés- nitric oxide: 6xido nitrico

NOS -del inglés- nitric oxide synthase: éxido nitrico sintasa
NPY: Neuropéptido Y

NR2B-IR: células inmunorreactivas NR2B

Xl



PKA: proteina quinasa A

PKC: proteina quinasa C

POMC: proopiomelanocortina

RAMPA: receptor acido alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpro pionico
RNMDA: receptor N-metil D-aspartato

5-HT: serotonina

SDT -del inglés-Step Down Test: prueba de descenso del escalon.

SNC: sistema nervioso central

SSRI: inhibidores de la recaptacion de serotonina

TM: transmembrana

XV






Resumenv

Este trabajo de tesis tiene como objetivo contribuir al conocimiento de las bases
neurobioldgicas de los efectos de Gr a nivel del sistema nervioso central, particularmente en
hipocampo, investigando el/los posibles mecanismos implicados en la modulacién de la
retencion de la memoria. Estudios previos en nuestro laboratorio, han demostrado que Gr
incrementa la retencion de la memoria y la ingesta de alimentos cuando se administra
localmente en esta estructura. Ademas, los efectos de Gr sobre la memoria se correlacionan
con parametros tales como el incremento en la actividad de la enzima 6xido nitrico sintasa
(NOS), con la disponibilidad del neurotransmisor serotonina (5-HT) y con la disminucion
del umbral para generar potenciacién a largo plazo (LTP).

Los experimentos de esta tesis incluyen el estudio de los posibles mediadores de la
cadena bioquimica de la memoria modulados por Gr, como asi también, la participacién de
neurotransmisores en los efectos del péptido, utilizando paradigmas conductuales,
determinaciones bioquimicas y electrofisiologicas, bloqueo farmacolégico de receptores y
técnicas inmunohistoquimicas, a fin de definir el papel funcional de Gr sobre la memoria.
Mas especificamente, estudiamos si los efectos de la administracion intrahipocampal de Gr
sobre la memoria, dependen de la activacion de su receptor especifico GHS-Ria, de
modificaciones en la liberacion de glutamato y/o de la expresion de sus receptores, con
particular atencién en la subunidad NR2B del receptor NMDA. Analizamos también, si Gr
modifica la liberacion del neurotransmisor 5-HT y si ello se correlaciona con el incremento
en la retencion de la memoria.

Los resultados mostraron que Gr facilita la consolidacion de la memoria evaluada
en una prueba de evitacion inhibitoria (SDT), ejerciendo sus efectos en una ventana
temporal determinada, es decir, solo cuando es infundida inmediatamente y no a los 15 o 60
min después del entrenamiento. Se demostro también, que los efectos de Gr sobre el
comportamiento y los parametros electrofisiolégicos desaparecen cuando se infunde en
hipocampo un antagonista selectivo del receptor de Gr, D-Lys3-GHRP-6, previo a la
infusion del péptido, indicando que los efectos observados son mediados por la activacion

directa del receptor de Gr (GHS-Ria) en esta estructura. En lo que a liberaciéon de
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glutamato se refiere, la administracion de Gr incrementa la liberacion evocada de
glutamato a partir de sinaptosomas hipocampales, de una manera dependiente de la dosis.
En cuanto al efecto de la administracion intrahipocampal de Gr sobre la expresion de la
subunidad NR2B del RNMDA, el péptido incrementa el numero de células
inmunorreactivas-NR2B en las areas hipocampales CA1 y DG. Con el fin de agregar
informacién funcional sobre la participaciéon de la subunidad NR2B del RNMDA en los
efectos de Gr, se estudiaron los efectos comportamentales y electrofisiolégicos del péptido
en animales previamente infundidos con el antagonista especifico de la subunidad NR2B,
Ro 25-6981. Cuando Gr se infundié en estos animales, que presentan un deterioro en la
retencion de la memoria, los valores obtenidos para el tiempo de latencia alcanzan valores
similares a los del grupo control, sugiriendo que Gr es capaz de revertir el efecto deletéreo
del antagonista sobre la retencion de la memoria. Con respecto a los parametros
electrofisiologicos, cuando Gr se infundié en animales pretratados con Ro 25-6981, en los
cuales no puede generarse LTP, los valores de umbral para inducir este fenémeno
aumentaron en comparacion con el grupo Gr, pero fueron significativamente mads bajos
que los del grupo salina.

Resultados previos en el laboratorio, sugirieron que los efectos de Gr dependerian de
la disponibilidad de 5-HT. En consecuencia valoramos la liberaciéon de 5-HT a partir de
rebanadas de hipocampo, demostrandose que Gr inhibe la liberacién de [375-HT. Esta
disminucion en la liberaciéon de 5-HT se correlaciona con un mayor tiempo de latencia en el
SDT (indicativo de retencion de la memoria).

En conclusion, estos resultados refuerzan la hipétesis de que Gr podria modular los
primeros eventos de la consolidacion de la memoria en hipocampo, probablemente
mediante el aumento de los niveles de [Ca*2]; inducido por la activaciéon de sus receptores
GHS-R1a, el incremento en la liberacion de glutamato, la activacion de los RNMDA con un
aumento de la expresion de la subunidad NR2B, estimulando de esta manera diferentes vias
moleculares que contribuyen a la facilitacion en la retenciéon de la memoria y a la induccién

de LTP.
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Introduccidn

GRELINA

La Grelina es una hormona peptidica, descubierta en el aiio 1999 por el grupo de
Kojima (Kojima et al. 1999). El estudio de esta hormona comienza a partir de la
investigaciéon farmacologica referida a los secretagogos de la hormona de crecimiento
(GHS), en la cual descubrieron una serie de péptidos sintéticos capaces de provocar la
liberaciéon de la hormona de crecimiento (GH) de cultivo de células de hipéfisis de rata. El
mecanismo de senalizacién intracelular utilizado por estos secretagogos demostro ser
diferente al utilizado por su liberador fisiol6gico, la hormona liberadora de GH (GHRH), lo
cual sugeria la existencia de un receptor diferente (Momany F et al. 1981; Bowers C 1998;
2001). Asi el término mas apropiado para describir la forma en la que Gr fue descubierta es
el de "farmacologia inversa", ya que el descubrimiento de su receptor y los efectos
intracelulares precedieron por varios anos al descubrimiento y aislamiento de este nuevo
péptido (Horvath T et al. 2001; de Ambrogi M et al. 2003).

El descubrimiento y clonacion del receptor especifico para GHS (GHS-R) en hipofisis
anterior e hipotalamo data de 1996. Este hecho, como asi también la evidencia de que la
estimulacién de este receptor activaba una via intracelular diferente a la via de la proteina
quinasa A (PKA)- adenosin monofosfato ciclico (AMP¢) inducida por GHRH, sugiri6 la
posibilidad de la existencia de un ligando endbégeno para este receptor (Howard A et al.
1996). Asi en el anto 1999, el grupo de Kojima, purifico un producto natural, a partir de
estobmago de rata, capaz de unirse especificamente a GHS-R, estimulando la liberacion de
GH e induciendo un incremento de la ingesta de alimentos (Kojima M et al. 1999). Surge asi
el nombre Grelina (Gr) o Ghrelin, de origen Indo-Europeo, que se origina del prefijo “ghre”,
el cual significa crecimiento y “relin” que se refiere a su actividad como liberadora de GH

(Figura 1).
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GHRH GRELINA (GHSs)

/

GHRH-R
GHS-R

PITUITARIA

LIBERACION DE GH

Figura 1. Representacion esquematica de los mecanismos comparativos por los
cuales Gr y GHRH inducen liberacion de GH en los somatotropos de la hipéfisis. La
activacién del receptor de GHRH (GHRH-R) produce incremento de AMPc, mientras que el de Gr
incrementa los niveles de calcio intracelulares ([Caz+];). Figura modificada de Kojima M y Kangawa
K (2005).

ESTRUCTURA, SINTESIS Y SECRECION DE GRELINA

En humanos Gr es un péptido de 28 aminoacidos (aa) con un peso molecular de
3.370,9 dalton (Da), (Gr en ratas 3.314,84 Da) en el cual el aa serina ubicado en la posiciéon
3 (Ser3) esta esterificado con una cadena octanoilada, lo cual constituye un dominio
hidrofébico (Bednarek M et al. 2000) (Figura 2). Este es el primer caso conocido, hasta el

momento, de una hormona peptidica modificada con un acido graso.
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Figura 2. Estructura de Gr humana y de rata en su forma octanoilada. Tanto la
Gr humana como la de rata, son péptidos de 28 aa, que difieren sélo en dos residuos de aa, en ambas
la Ser3 es modificada por un dcido graso, principalmente n-octanoico. Figura modificada de Kojima

M y Kangawa K (2005).

EIl grupo octanoilo de Gr es esencial para su actividad biolégica, ademas el mismo le
confiere liposolubilidad (Hosoda H et al. 2000). Se ha demostrado que de la cadena de 28
aa, el grupo préximo al amino terminal, Gly-Ser-Ser(n-octanoyl)-Phe, constituye una
secuencia minima necesaria para la activacién del receptor (Matsumoto M et al. 2001).
Esta secuencia es capaz de inducir mouvilizacion de Ca2* en las células que expresan su
receptor (Bednarek M et al. 2000; Hosoda H et al. 2003).

El gen que codifica para el péptido precursor o pre-proteina que contiene a Gr en
humanos, ratas y ratones, se encuentra en el cromosoma 3, 4 y 6 respectivamente. En
humanos el gen se localiza en el locus 3p25-26 (Kanamoto N et al. 2004) y comprende 5
exones y 4 intrones (Casanueva F y Dieguez C, 2002). La proteina madura se codifica en los

exones 1y 2 (Figura 3).
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Figura 3. Representacion esquematica del gen que codifica para Gr y sus pasos
de procesamiento. El gen de Gr humana comprende cinco exones. El primer exoén codifica la
region 5 'no traducida y es muy corto. La transcripcién A, un producto alternativo del empalme
desde el exon 2 al exo6n 4, es la forma principal de ARNm de Gr humana. Este ARNm se traduce en un
precursor de grelina de 117 aa (prepro-grelina). La escision de una proteasa y la acil-modificacién
dan como resultado un péptido activo de 28 aa (Grelina). En rata, raton y cerdo, otra variante la
des-GIn-14 grelina es producida por el corte y empalme alternativo en el extremo del intrén 2. Figura
modificada de Kojima M y Kangawa K (2005).

Existen dos sitios diferentes de iniciacion de la transcripcion en el gen de Gr,
resultando en dos transcripciones de ARNm distintas: transcrito A y transcrito B. La
principal transcripcion de ARNm en humanos es para un péptido largo de 117 aa: prepro-
grelina (1-117). La misma, contiene un péptido senal de 23 aa y un segmento de 94 aa
llamado pro-grelina (1-94). Esto incluye el péptido de 28 aa maduro de grelina: Gr (1-28)
y un péptido carboxilo terminal de 66 aa (29-94), denominado C-grelina. (Kojima M et al.
2001). Varios hallazgos han sugerido que el péptido C-grelina puede ser procesado a un

péptido mas pequeno, llamado "obestatina", un péptido de 23 aa derivado de pro-grelina
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(53-75), cuyos efectos son opuestos a los de Gr (inhibe la ingesta, disminuye el peso
corporal, el vaciamiento gastrico y la motilidad intestinal) (Zhang JV et al. 2005).

Ademas de las respectivas transcripciones de Gr, C-grelina u obestatina, el corte y
empalme (splicing) alternativo del gen de Gr genera transcripciones adicionales,
codificando otros péptidos, entre ellos des-Glnig4-grelina, otra molécula biolégicamente
activa, que es igual a Gr excepto por la ausencia de la glutamina en posiciéon 14, lo que
resulta en un péptido de 27 aa (Hosada H et al. 2000). Se ha encontrado que la des-acil-
Glni4-grelina tiene la misma potencia que Gr, pero en humanos su produccién es minima
(Hosada H et al. 2003).

En todos los mamiferos que se han estudiado, las secuencias de aa de Gr han
mostrado un alto grado de similitud. De hecho, los 10 aa N-terminales son idénticos, y la
acilaciéon del residuo en posicion 3 se encontrd, no sélo en mamiferos sino en todas las
especies de vertebrados estudiados incluyendo aves, reptiles, anfibios y peces (Kojima M y
Kangawa K 2005).

Después de la transcripcion y traduccion del gen de Gr, los péptidos de Gr se
someten a una modificacion postraduccional tinica: acilacion del grupo hidroxilo de la
Ser3. Esto se realiza mas frecuentemente con un grupo n-octanoil (C8:0) y raramente
puede estar hecha con otros grupos de dacidos grasos de cadena corta a media (C10:0;
C10:1). La enzima que cataliza la unién del acido n-octanoico a la serina 3 de la Gr es la O-
aciltransferasa de Gr (GOAT) y fue descubierta en el ano 2008 (Yang J et al. 2008). Se
trata de una enzima que pertenece a la familia de las O-aciltransferasas unidas a
membrana (MBOATs), concretamente la MBOAT4. La secuencia de GOAT esta altamente
conservada entre los vertebrados. En ratones, GOAT se localiza en el reticulo
endoplasmatico, y su expresion esta bien delimitada dentro del tracto gastrointestinal y los
testiculos. En humanos se expresa en estomago y pancreas (Figura 4). En ratones, GOAT
cataliza de manera especifica la union covalente del acido n-octanoico a la serina 3 de Gr,

mientras que en humanos, puede también acilar a Gr con otros acidos grasos.
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Figura 4. Representacion esquematica del proceso postraduccional de Gr. Una
peptidasa escinde el péptido senial. La acilacion de pro-grelina se produce por medio de GOAT, que
esta situada en el ER (reticulo endoplasmatico) y media la translocacion del grupo octanoilo. Una

vez que el precursor pro-grelina alcanza el compartimiento de Golgi, la prohormona convertasa
PC1/3 lo escinde originando diferentes formas de Gr que son liberadas a la circulacién: acilada, no

acilada, y otras formas mds cortas.

Tanto Gr acilada como des-acil Gr estan presentes en plasma humano, asi como
también en estbmago, y ambas son activas, con acciones similares y opuestas. La principal
forma de Gr que circula en plasma es la forma no acilada (des-acil Gr), la cual representa
la forma inactiva del péptido en relaciéon a su union con el GHS-Ria. (Hosoda H et al.
2000).

El proceso que subyace a la produccion de des-acil Gr aun no esta claro (Soares JB y
Leite-Moreira AF 2008; Kojima M y Kangawa K 2010). En la actualidad, hay dos
explicaciones, no excluyentes entre si, para la produccion de des-acil Gr: (1) postula que
podria ser una molécula resultante de una acilacién incompleta de los péptidos de Gr

nacientes, con las dos formas (C8:0 y des-acil Gr) siendo secretada a través de dos vias
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reguladas de manera diferente, (2) postula que podria ser una molécula resultante de la
des-acilacién de Gr madura C8:0. La primera explicacién se apoya en parte en el estudio de
Mizutani M et al. (2009), que demuestra la localizacion diferencial de la des-acil Gr y C8:0
Gr en estomago de rata, y la demostracion de diferentes respuestas secretoras a pH intra-
gastrico de ambas. En cuanto a la segunda explicacion, se propusieron varias enzimas para
ser responsables de este proceso de des-acilacion en el suero (De Vriese C et al. 2004; De
Vriese C et al. 2007; Satou M et al. 2010), plasma (Ni H et al. 2010) y en el estomago de
ratas (De Vriese C et al. 2004; Shanado Y et al. 2004).

Uno de los principales sitios de sintesis de Gr es la mucosa gastrica. Gr inicialmente
fue aislada de células secretoras de acido (células oxinticas) parecidas a las células X/A de
la mucosa del fundus gastrico (Arisayu H et al. 2001; Sakata I et al. 2002). La
concentracion de Gr plasmatica en ratas decrece un 80% cuando es removida la porcion
productora de acido clorhidrico del estbmago, sugiriendo que ésta region es la que mas
contribuye a los niveles plasmaticos de Gr (Dornonville de la Cour C et al. 2001). Similares
resultados se han observado en pacientes sometidos a gastrectomia (Cummings D et al.
2002). Sin embargo ha sido reportado que los niveles plasmaticos de Gr se incrementan
gradualmente con el tiempo después de la gastrectomia, sugiriendo que otros tejidos
podrian compensar la disminucién de la produccion de Gr (Hosoda H et al. 2003).

Por otra parte, ha sido demostrado que se produce también a lo largo de todo el tubo
digestivo (a excepcion del plexo mientérico) (Sakata I et al. 2002) y en otras estructuras
periféricas (Mori K et al. 2000; Cowley M et al. 2003). La presencia del péptido se ha
detectado en glandula pituitaria (Korbonits M et al. 2001a; 2001b), placenta (Gualillo O et
al. 2001), pulmoén (Volante M et al. 2002), sistema inmune (Hattori N et al. 2001; Dixit V et
al. 2004), ovario con expresion ciclica (Caminos J et al. 2003; Gaytan F et al. 2003),
testiculos (Tanaka M et al. 2001; Barreiro M et al. 2002; Gaytan F et al. 2004), rinén (Mori
K et al. 2000), en pancreas (Date Y et al. 2000; 2002; Gualillo O et al. 2001) y otros tejidos

(Caminos J et al. 2005) (Figura 5).
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Figura 5. Produccion y circulacion de Gr. El estomago es el principal sitio de
produccion de Gr. Des-acil Gr es la principal forma circulante de Gr endégena. Tanto Gr acilada

como des-acil Gr pueden actuar en el SNC. Figura adaptada de Schellekens H et al. (2010).

El gen para Gr es expresado en el SNC de rata (Kojima et al. 1999), ratén (Wortley
KE et al. 2004) y humano (Gahete M et al. 2010), por lo cual se esperaria encontrar el
péptido a ese nivel. En este sentido, estudios immunohistoquimicos realizados por el grupo
de Cowley mostraron la expresion de Gr en el espacio comprendido entre el hipotdlamo
lateral, el niucleo arcuato (ARC), el niicleo hipotalamico ventromediano, el niicleo dorsal del
rafe (NDR) y el paraventricular (Lu S et al. 2001; Cowley M et al. 2003). Fue localizada en
terminales axénicas de neuronas del tercer ventriculo que envian proyecciones a neuronas
que expresan Neuropéptido Y (NPY), proteina relacionada con el gen Aguti (AgRP),
proopiomelanocortina (POMC) y hormona liberadora de corticotrofina (CRH) (Cowley M
et al. 2003). Estudios posteriores utilizando anticuerpos especificos dirigidos contra Gr

acilada (reconocen el grupo octanoilo y no des-acil Gr), RP-HPLC (cromatografia liquida
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de alta performance-fase reversa) combinado con RIA (radioinmunoensayo), indicaron la
presencia de neuronas inmunoreactivas para Gr en la porcién ventral del niicleo arcuato,
como asi también de RNAm para Gr (Mondal M et al. 2005). Sin embargo, estudios
posteriores no pudieron detectar inmunoreactividad especifica en cerebro de rata o raton
con los anticuerpos utilizados (Furness JB et al. 2011). En consecuencia la presencia de Gr
en el SNC no esta aun totalmente esclarecida.

La secrecién espontanea de Gr es pulsatil y responde a un ritmo circadiano, con un
niimero de picos e intervalos, mostrando incrementos pre-prandiales, por lo cual se la
postula como el disparador de la ingesta de alimento (Ariyasu H et al. 2001; Cummings D
et al. 2001; Shiiya T et al. 2002; Tolle V et al. 2002; Koutkia P et al. 2004; Le Roux CW et
al. 2005). En ratas, el patrén de secrecion episédico se caracteriza por la emision de 5 a 6
pulsos cada 3 horas (Bagnasco M et al. 2002).

Dependiendo de la especie, la vida media de Gr en plasma oscila entre 9-13 min en
humanos, para la forma acilada, y entre 27-31 min para Gr total (Akamizu T et al. 2004;
Tong J et al. 2013); en ratas, Gr administrada exégenamente tiene una vida media de 30
min (Tolle V et al. 2002; De Vriese C et al. 2004). Las diferencias en la vida media de Gr
podrian explicarse por el hecho de que las enzimas responsables de la des-acilacion y la
escision de Gr varian notablemente entre las especies. Por ejemplo en algunos tejidos, como
estbmago se encuentran diferentes enzimas entre ellas lisofosfolipasa I y endoproteasas
como dipeptidil peptidasa (DDP) II; en higado y rinones DDPs I, II, III y 1V,
aminopeptidasa N, entre otras (De Vriese C et al. 2004). Butirilcolinesterasa es la enzima
predominante responsable de la inactivaciéon de Gr en suero humano, mientras que
carboxilesterasas permiten una des-acilacién ocho veces mas rapida de Gr en roedores. (De
Vriese Cet al. 2004; 2007).

Los niveles plasmaticos de Gr varian de acuerdo al estado crénico nutricional
(Tanaka M et al. 2002). Ha sido reportado que Gr aumenta por carencia de alimentos y

disminuye después de la ingesta, alcanzando los valores minimos 60-120 min post-
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prandial (Hewson A et al. 2000; Tschop M et al. 2000; 2001; Ariyasu H et al. 2001;
Toshinai K et al. 2001; Cummings D et al. 2001; 2002; Callahan H et al. 2004).

Por otra parte los niveles plasmaticos de Gr disminuyen en patologias tales como
obesidad y se restituyen al bajar de peso (Tschop M et al. 2001; Ariyasu H et al. 2002;
Bellone S et al. 2002; Cummings D et al. 2002; Van Der Lely A et al. 2004). Por el
contrario, los niveles plasmaticos de Gr se incrementan en condiciones tales como anorexia
y bulimia, donde se presenta un balance energético negativo (Rigamonti A et al. 2002).
Estos niveles pueden disminuir con la ganancia de peso corporal (Ariyasu H et al. 2001). En
roedores, la expresion de Gr se encuentra incrementada cuando estan hambrientos, pero
sus niveles plasmaticos disminuyen después de la ingesta o la infusion de nutrientes dentro
del estomago (Asakawa A et al. 2001; Bagnasco M et al. 2002). En consecuencia se ha
sugerido que agonistas y antagonistas de los receptores del péptido, puedan ser usados
como agentes terapéuticos para el tratamiento de patologias relacionadas con la
alimentacion.

Diversos estimulos metabdlicos, hormonales y neurales modifican la secrecion de
Gr, tales como insulina, glucosa y la estimulacion vagal. Asi por ejemplo, ha sido
demostrado que la infusion de insulina produce una disminucién en los niveles de Gr, tanto
en humanos como en animales (Toshinai K et al. 2001; McCowen K et al. 2002; Saad M et
al. 2002; Shiiya T et al. 2002), y que la estimulacién del nervio vago estimula la secrecion

de Gr (Mundinger T et al. 2006).

RECEPTOR DE GRELINA: ESTRUCTURA Y LOCALIZACION

El receptor de Gr, o GHS-R, es un tipico receptor acoplado a proteina G (GPCR)
codificado por un gen localizado en el cromosoma 3q26.31 en humanos, altamente
conservado a través de las especies (McKee K et al. 1997a; 1997b) lo cual sugiere un
importante rol fisiolégico para Gr. Este gen consiste en dos exones separados por un intrén,

el primer exon codifica los dominios transmembrana (TM) 1-5 (TM 1 — TM 5) y el seqgundo

Mam’/swsdedwd/(q'hem’/



Introduccidn

exon codifica las unidades TM 6 y TM 7. El procesamiento alternativo del ARNm genera dos
tipos de receptores, designados como GHS-R tipo 1a (GHS-Ria) y tipo 1b (GHS-Rib)
(Howard A et al. 1996; Smith R et al. 2001; Camina JP 2006) (Figura 6).

En humanos el tipo GHS-R1a es el subtipo funcional, conformado por un polipéptido
de 366 aa con siete dominios TM (TM 1-7) que le confieren alta afinidad por Gr y por sus
andlogos sintéticos (GHS) (Howard A et al. 1996). El tipo GHS-R1b es codificado sélo por el
primer exon, por lo tanto esta conformado por 5 dominios TM, siendo una forma truncada
en el COOH-terminal del tipo 1a farmacolégicamente inactiva. (Howard A et al. 1996;

McKee K et al. 1997a; Caminia JP 2006).
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Figura 6. Estructura del receptor de Gr. El GHS-R1a se encuentra en el cromosoma
3p26.2y es procesado a partir de ARNm codificado por el exén 1y 2 después del procesamiento de la
secuencia introénica. El splicing alternativo produce ARNm de GHS-R1b codificado por el exén 1y el

intrén con un sitio de poliadenilacion alternativo que codifica un polipéptido truncado con solo 5

dominios transmembrana. Figura extraida de Schellekens H et al. (2010).

El GHSR1b hasta ahora solo ha sido encontrado en humanos, cerdos, rana, pollo y
pescado. Ratas y ratones no expresan esta variante. Gr y otros GHS no se unen a GHS-R1b,
por lo que no tiene actividad funcional medible. Sin embargo, estudios previos han
demostrado que GHS-Ri1b puede atenuar la senalizacion de GHS-Ria, lo que indica que
GHS-R1b tiene importancia biologica, posiblemente mediante la formacion de

heterodimeros con GHS-R1ia (Chan y Cheng 2004).
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La presencia del ARNm para GHS-Ria ha sido demostrada en distintas areas del
SNC, tales como células somatotropas de glandula pituitaria (Ong H et al. 1998), ARC del
hipotalamo (Howard A et al. 1996), en estructuras extra-hipotalamicas, fundamentalmente
en hipocampo, en las regiones CA,;, CA,, CA; y giro dentado; y también en sustancia nigra,
area tegmental ventral, NDR (Zigman JM et al. 2006). Ademadas, también se ha detectado
ARNm para GHS-R1a en diferentes tejidos periféricos tales como corazon, arterias, rinon,
musculo esquelético, pulmoén, estbmago, intestinos, higado, tejido adiposo, corteza adrenal,
células inmunes, células tumorales, indicando que Gr tiene varias funciones fisiolégicas
(Broglio Fet al. 2003).

La union de Gr al GHS-R1a induce la activacion de fosfolipasa C, incrementado los
niveles de inositol trifosfato (IP;) y proteina quinasa dependiente de Ca2* (PKC),
promoviendo aumento en la concentracion de Ca2?* intracelular ([Ca2*];) (Smith R et al.
2001) (Figura 7).

Grelina

Medio extracelular

celular

GHS-R1a

Citoplasma

Reticulo endoplasmatico

Ca2+

Figura 7. Activacion del receptor de Gr. Gr se une a su receptor especifico GHS-Ria e
induce la activacion de fosfolipasa C (PLC), incrementando los niveles de IP; y DAG, aumentando de
esta manera las [Ca2+];.

Se ha demostrado que pueden activarse ademdas, proteinas quinasas que incluyen: I)
proteina quinasa activada por mitégenos (MAPK) y ERKi/2 (quinasas reguladas por
seniales extracelulares) (Baldanzi G et al. 2002; Nanzer A et al. 2004; Delhanty PJ et al.

2006; Granata R et al. 2007); II) tirosina-quinasa dependientes MAPK, (Cassoni P et al.
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2001; Mazzocchi G et al. 2004; Camina JP 2006); III) IP; quinasa/Akt y MAPK (Murata M
et al. 2002; Camirnia JP 2006).

Gr estimula la internalizacion del receptor GHS-Ria desde la superficie celular al
compartimiento intracelular (Camina JP et al. 2004). El GHS-R1a se internaliza de manera
tiempo-dependiente con un maximo de internalizaciéon a los 20 minutos tras la estimulaciéon
con Gr. El complejo ligando-receptor se internaliza en vesiculas ricas en clatrina
(endosomas) y posteriormente es reciclado a la membrana. Asi, el nivel de receptores en la
superficie celular alcanza de nuevo el 100% a los 360 minutos tras la estimulacion con Gr.
Ademas, la activacion de GHS-Ria conduce al reclutamiento de adaptadores de clatrina
tipo AP2, o ff-arrestinas, de una manera que es independiente del acoplamiento a proteina

G (Damian M et al. 2012; MokrosinskiJ et al. 2012) (Figura 8).
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Figura 8. Miltiples vias de senalizacion del receptor de Gr. El receptor de Gr puede
actuar a través de 3 diferentes proteinas G conteniendo diferentes subunidades Gag /11, GQy/13, Y
Gaijo. Gagyi; activa PLC llevando a un incremento de IP; y formacion de DAG y aumento de Ca2+
intracelular. El acoplamiento Ga, puede llevar también a modificar la actividad transcripcional
mediada por CRE y la fosforilacién de ERK. Ga,»:5 por su parte activa la cascada de las quinasas
RhoA resultando en la transcripcion de SRE (genes regulados por el suero). Ademds, una
estimulacién del receptor con su agonista endégeno conduce a la movilizacion de -arrestina, que
podria contribuir a la internalizacién del receptor. (Flechas de puntos representan vias de
senalizacion no comprobadas totalmente y flechas completas indican vias que han sido descritas o

sugeridas para el receptor de Gr). Adaptado de Sivertsen B et al. (2013).
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EFECTOS BIOLOGICOS DE GRELINA

Ya en el aino 2000, se descubrié que Gr actia en el SNC regulando la ingesta, el peso
corporal, la adiposidad y el metabolismo de la glucosa (Tschop M et al. 2000). Se demostro
que modula el metabolismo activando circuitos neurales orexigénicos fundamentalmente en
hipotdalamo (Cowley MA et al. 2003; Nakazato M et al. 2001). Posteriormente, fueron
descriptas numerosas acciones centrales y periféricas de Gr incluyendo entre otras,
estimulacion de la motilidad y secrecién gdstrica (Masuda Y et al. 2000; Asakawa A et al.
2001), modulacién del suerio (Tolle V et al. 2002; Szentirmai E et al. 2006), de la sensacién
de gusto, de la conducta de biisqueda y recompensa (Cai H et al. 2013; Tong J et al. 2011),
regulacion del metabolismo de la glucosa (Date Y et al. 2002; Zhao TJ et al. 2010),
supresion de la termogénesis de la grasa marrén (Yasuda T et al. 2003; Lin L et al. 2011),
modulacion del estrés y la ansiedad (Lutter M et al. 2008; Chuang JC et al. 2011),
mejoramiento de las funciones cardiovasculares como contractibilidad cardiaca y
vasodilatacion (Rizzo M et al. 2013; Nagaya N et al. 2004). (Revision mas detallada en
Muller TD et al. 2015).

En lo que a efectos de Gr sobre el SNC se refiere, se han descripto una gran variedad
que involucran diferentes estructuras. La comprension del rol fisiologico de esta hormona a
nivel central requiere que la misma, que es producida a nivel del estbmago, pueda unirse a
sus receptores especificos en las diferentes estructuras nerviosas.

Las hormonas peptidicas, no pueden entrar libremente al cerebro. La BHE impone
restricciones al paso de determinadas moléculas. Asi, en el caso particular de Gr la
accesibilidad estaria limitada y restringida a determinadas dreas especificas. Gr periférica
pareciera alcanzar y activar areas localizadas proximas a los 6rganos circunventriculares.
Las fenestraciones de los capilares de estas estructuras permiten la penetracion de
pequentas moléculas al espacio intercelular y de alli a las estructuras vecinas. Se ha
demostrado que el ingreso de Gr ocurre en el ARC, eminencia media (ME) y en menor

cantidad en el drea postrema (PA) (Cabral A et al. 2015). No esta aun claramente
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determinado, como Gr alcanza otras estructuras. Se ha postulado que Gr podria alcanzar el
cerebro a través del liquido cefalorraquideo (LCR) después de atravesar los plexos
coroideos, cuyas células rodean a los capilares en los ventriculos cerebrales y producen el
LCR, o bien a través de los tanicitos hipotalamicos. Otra opciéon posible, seria que Gr al
igual que otras hormonas actie en oOrganos -circunventriculares, como el o6rgano
subfornical o el area postrema, los cuales detectan niveles plasmaticos de hormonas y

transfieren dicha informacién a regiones especificas del cerebro (Cabral A et al. 2015).

La figura 9 resume los principales efectos biologicos descriptos para la hormona Gr:

Areas extra-hipotalamicas

Sensacion del gusto
- Comportamiento de recompensa
- Aprendizaje y memoria
- Depresion
- Suefio
- Neuroproteccion

Hipotalamo

- Apetito ™
- Ingesta de comida

Hipofisis
- Hormona de crecimiento y
ACTH L

Sistema nervioso simpatico

- Actividad |

TAM (Tejido adiposo marrén)

- Termogénesis

Corazon

- Gasto cardiaco P
- Contractibilidad
- Vasodilatacién 1

Estomago

- Vaciado gastrico 1
- Motilidad gastrica ™
- Secrecion acido gastrico P

Pancreas

- Secrecidn insulina
- Sensibilidad a la insulina ™
- Metabolismo de glucosa

Higado

- IGF1 1

Intestino

- Motilidad intestinal

Tejido adiposo

- Oxidacion lipidicad,
- Lipogénesis
- Inflamacidén |,

Figura 9. Esquema de los principales efectos biolégicos de Gr. Figura modificada
de Muller TD et al. (2015).
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APRENDIZAJE Y MEMORIA

Muchos aspectos del comportamiento de los seres humanos y de los animales son
resultado del aprendizaje. Aprendemos a leer, a escribir, a bajar las escaleras sin caer, a
andar en bicicleta y a nadar. También aprendemos cuando relajarnos y cuando
preocuparnos, qué alimentos probablemente disfrutemos y cudles no, como asi también
gestos implicados con las interacciones sociales. La vida esta llena de actividades y
experiencias moldeadas por lo aprendido.

El aprendizaje es uno de los procesos biologicos que facilitan la adaptacion al
ambiente. La calidad de vida y la sobrevivencia misma dependen de una coordinacion
intrincada de la conducta con las complejidades del ambiente. Los animales, incluyendo a
las personas, tienen por ejemplo que aprender a encontrar nuevas fuentes de comida
cuando las anteriores se vuelven inaccesibles o cuando cambian de habitat. Para ello se
requiere de conductas motoras, como caminar y manipular objetos; también requieren de
la capacidad para predecir los sucesos importantes del entorno, como el lugar y el
momento en que la comida estara disponible. Dicho de otra manera el aprendizaje implica
relaciones entre eventos en el entorno, el aprendizaje de reacciones emocionales ante los
estimulos y el aprendizaje de movimientos motores. En consecuencia, implica la adquisicién
de nuevas conductas (poder leer, andar en bicicleta o tocar un instrumento musical) y
también puede implicar la disminuciéon o pérdida de una respuesta que antes era comiin,
por ejemplo un nino puede aprender a no cruzar la calle cuando el semdforo esta en rojo.
Aprender a no realizar ciertas respuestas es tan importante como aprender a realizarlas.

La conducta adopta muchas formas, que van desde los reflejos simples hasta las
reacciones emocionales complejas. Aunque la conducta ocurre como reacciéon a un estimulo,
no es invariable ni rigida y una de sus caracteristicas distintivas es que es modificada por
la experiencia (Domjan M 2010).

La representacion interna de esta informacion, se encuentra codificada en circuitos

neuronales en forma de patrones espacio-temporales de actividad, adquiridos mediante

MM%WSoledwd/Gherﬂ?



Introduccidn

cambios en las propiedades reactivas de las neuronas como producto del aprendizaje
(Dudai Y 2002).

De acuerdo a Domjan M (2010) definimos al aprendizaje como “un cambio
duradero de la conducta que involucra estimulos y/o respuestas especificos y que es
resultado de la experiencia previa con esos estimulos y respuestas o con otros similares”, y
a la memoria como la capacidad de retener esa informacion en el tiempo, manteniéndola
disponible para ser eventualmente recuperada o evocada en el futuro.

Se han desarrollado varios esquemas taxondémicos para los diferentes tipos de

memoria, la mayoria comparten una forma genérica comun (ver Esquema I).

Tipos de memoria

Corto término Largo término
(MCP) (MLP)

Explicitas Implicitas
(declarativas) (no declarativas)

Episddicas Semanticas  Procedurales Perceptuales
(eventos) (hechos)

Esquema I. Taxonomia de los tipos de memoria. La memoria puede ser clasificada
en memoria de corto término o plazo (MCP) y memoria de largo plazo (MLP). La MLP se puede
dividir en memorias explicitas (declarativas) e implicitas (no declarativas). La memoria
implicita afecta a la conducta sin participacién de la conciencia. La memoria explicita se subdivide
en memoria semantica, representando el conocimiento general sobre el mundo, y la memoria
episédica, representando el conocimiento personal sobre el pasado propio. Aunque esta forma
genérica de division se aplica directamente a los sistemas de memoria en humanos, una clasificacion
similar seria aplicable a la memoria en animales, aunque pueda carecer de algunas caracteristicas

tipicas de las memorias en humanos.

Primero se hace la distincién entre MCP y MLP. De este modo, al referirse a una

MCP se entiende que es una memoria que no dura mds que unas pocas horas y es
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independiente de la sintesis proteica. En cambio, una MLP, generalmente hace alusion a
una memoria que perdura al menos 24 horas, y depende para su establecimiento de la
sintesis proteica, entre otros eventos moleculares (Izquierdo I et al. 1999; McGaugh 2000;
Hernandez PJ y Abel T 2008). Esta ultima se divide en explicitas (o declarativas) e
implicitas (o no declarativas).

Memoria Implicita (no declarativa): este tipo de memoria se recuerda de
manera inconsciente y es la encargada de guardar la informaciéon sobre como desarrollar
alguna actividad, se refiere a las capacidades reflejas-motoras y perceptivas. Este tipo de
memoria se clasifica ademas como asociativa y no asociativa. La asociativa puede
dividirse a su vez en dos tipos de condicionamientos: clasico, implica aprender la relaciéon
entre dos estimulos y el operante, el cual implica aprender la relacién entre la conducta de
un individuo y la consecuencia de dicha conducta. Por otra parte, dentro de la no
asociativa podemos distinguir entre dos tipos de aprendizaje: sensibilizacion, que es un
incremento en la fuerza de la conducta provocada que puede ser resultado de la
presentacion repetida del estimulo provocador o de la exposicion a un estimulo externo
intenso, y la habituacion, que es la disminucion progresiva de la fuerza de la conducta
provocada que puede ocurrir con la presentacion repetida del estimulo. Cabe aclarar, que
la habituacién se distingue de la adaptacion sensorial (disminucién temporal en la
sensibilidad de los 6rganos sensoriales provocada por la estimulaciéon repetida o excesiva)
y la fatiga (disminucién temporal de la conducta ocasionada por el uso repetido o excesivo
de los musculos involucrados en la conducta), ya que las mismas son impedimentos para la
respuesta que se producen en los organos sensoriales y los miisculos, fuera del sistema
nervioso, y no se consideran aprendizajes (Domjan M 2010).

Memoria explicita (declarativa): Este tipo de memoria requiere de un esfuerzo
consciente por recordar, guarda el conocimiento objetivo sobre lugares, personas y cosas, y
lo que ello significa. Esta memoria ademds puede clasificarse como episodica (eventos

especificos del pasado) o semantica (conocimientos generales) (Tulving E 1987).
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Respecto a la cognicion semantica, existen evidencias de que los animales dividen el
mundo categdricamente en objetos y que, aunque no poseen expresiones verbales, pueden
demostrar a través de su comportamiento que “saben” qué son esos y otros tipos de objetos
(Clayton NS et al. 2003). Ademas, algunos estudios recientes modelan la memoria
episodica en animales como una memoria de cuando, donde y qué evento ha ocurrido
(Clayton NS y Dickinson A 1998), o como la memoria de la propia conducta del animal
(Hampton RR 2001).

Es importante tener en cuenta que el aprendizaje puede contener elementos tanto de
memoria explicita como implicita y que los procesos de memoria de muchos tipos de
aprendizajes afectan a mas de un area cerebral.

En general la formacién de una memoria no se trata de un proceso tinico, sino que
es el resultado de la integracion de fases o etapas, en las cuales pueden intervenir
procesos y mecanismos diferentes tales como, la adquisicion de la informacion,
consolidacion y evocacion (ver Esquema II). Dicho de otro modo, para tener memoria
de algun suceso, primero hay que adquirir la informacion pertinente, luego la memoria
debera atravesar una etapa de consolidacion en la que serda “guardada” en un sistema de
almacenamiento de largo plazo y finalmente, para poder recordar, tiene que existir un

mecanismo que permita poner en juego la memoria: la evocacion.

Experiencia MCP MLP

o

L Aprendizaje | w) | Consolidacion | m) Evocacion

Extincion Reconsolidacion

Esquema II. Etapas de procesamiento y almacenamiento de la informacioén:

aprendizaje, consolidaciéon, evocacion, reconsolidacion y extincion.
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El aprendizaje es uno de los procesos por los cuales las experiencias producen
cambios persistentes en el sistema nervioso que se expresan en el comportamiento del
individuo. Una MCP se transforma en una MLP mediante el proceso de consolidaciéon. La
MCP permite mantener la informacion durante algunos minutos u horas y a nivel
molecular es sostenida por modificaciones covalentes de proteinas sindpticas existentes que
alteran la eficacia de la transmision sindaptica. En la MLP la informacién es almacenada
durante dias, semanas o incluso toda la vida y requiere de la transcripcion de genes y la
sintesis de nuevas proteinas (Izquierdo I et al. 1999; McGaugh 2000; Hernandez PJ y Abel
T 2008). La consolidacion de la memoria se refiere al proceso de estabilizacion
dependiente del tiempo y de nueva sintesis de proteinas, que resulta en el almacenamiento
de una memoria nueva. La evocacion se refiere a los procesos que permiten la
recuperacion y la utilizaciéon de la informaciéon almacenada, es decir, el recuerdo consciente
o inconsciente de la experiencia, y que puede manifestarse o no, a través de un cambio en el
comportamiento (Dudai Y y Eisenberg M 2004; Kandel ER 2001; McGaugh JL 2000). La
evocacion de la memoria puede inducir el proceso de reconsolidacion con el fin de re-
estabilizar después del recuerdo la memoria previamente formada. Este proceso no es una
recapitulacion de los mecanismos que subyacen a la consolidacion inicial sino que
constituye un proceso activo dependiente de sintesis de proteinas (Dudai Y y Eisenberg M
2004; Nader K et al. 2000). Como consecuencia de la evocacién también se puede inducir
otro proceso denominado extincion de la memoria. La extincién es un nuevo proceso de
aprendizaje activo y constituye una modificacion de la representacion interna de la
experiencia que conduce a la supresion temporaria de la expresion inducida por la
memoria original (Milad MR y Quirk GJ 2012). (Ver Esquema II)

Todos estos procesos (consolidaciéon, reconsolidacion y extincion de la memoria),
pueden ser modulados por diversos neurotransmisores, hormonas y senales periféricas
(McGaugh JL 2004; Boccia MM et al. 2009; Boccia MM et al. 2010); y pueden estudiarse a

distintos niveles: comportamental utilizando paradigmas conductuales adecuados,
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neural analizando los circuitos neuronales implicados y molecular analizando las
moléculas y reacciones que participan en un dado evento.

El comportamiento de un individuo es susceptible de ser afectado por la memoria.
Por ejemplo, un animal que aprendioé que un lugar determinado es peligroso, si lo recuerda,
lo evitara en el futuro. Este cambio comportamental de evidente valor adaptativo, es una de
las herramientas fundamentales para el estudio de la memoria. De esta manera, existe una
gran variedad de modelos animales para estudiar la memoria y sus mecanismos bioldgicos,
desde insectos y crustdceos hasta roedores y primates. En todos ellos, tipicamente, se
somete a los individuos a una sesién de entrenamiento en la que estos aprenden una tarea
que produce un cambio en el comportamiento. Pasado cierto tiempo, se evalua
comportamentalmente si los animales retienen la memoria adquirida durante el
entrenamiento.

Los mecanismos celulares y moleculares involucrados en el proceso de
consolidacion de la memoria han sido profundamente estudiados en el ultimo siglo en
diferentes especies y utilizando los mads variados paradigmas comportamentales y, dentro
de su diversidad, estos mecanismos han mostrado ser un fenémeno universal (McGaugh JL
2000; Dudai Y 2004; Abel T y Kandel E 1998), independientemente del grado de
complejidad del sistema nervioso en las distintas especies. Ha sido descripta una serie de
eventos moleculares que ocurren en las sinapsis al momento de la formacion y
consolidacion de la memoria. Algunos de estos eventos involucran activacion de distintos
receptores de membrana, senalizaciones mediadas por calcio, AMPc, cascadas de quinasas
y activacion de factores de transcripciéon, culminando con la expresion de distintos genes
(Bernabeu R et al. 1997; Abel T et al. 1997; McGaugh JL 2000; Locatelli F et al. 2002).

El término consolidacion es usado corrientemente para referirse al fenémeno por el
cual una memoria labil es estabilizada, pero también este término, es utilizado para
indicar, en algunas memorias particulares, una transferencia de la memoria, desde
circuitos en donde reside inicialmente, hacia circuitos localizados en regiones distintas del

cerebro, en particular desde el hipocampo hacia la corteza (Debiec J et al. 2002). Este
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proceso representa una estabilizacion ulterior y para diferenciarlo del proceso anterior, es
llamado consolidacion de sistemas (Debiec J et al. 2002; Dudai Y 2004), mientras que
el primero es diferenciado llamandolo consolidacion sinaptica (Dudai Y 2004) o
consolidacion celular (Debiec J et al. 2002).

En términos bioldégicos, un sistema de memoria es definido como una estructura
neural y sus interconexiones, que en conjunto procesan un tipo particular de informacién y
participan en el guardado de tal informacién, tanto dentro como fuera de la propia
estructura (Kim J y Baxter M 2001). Un sistema de memoria anatémicamente definido es el
lobulo temporal medial (LTM) que incluye la formacion hipocampal, el hipocampo
propiamente, el giro dentado, el subiculum, la corteza entorrinal y cortezas adyacentes —

perirrinal y postrrinal- (ver Esquema III). (Squire L y Zola S 1996; Burwell R y Amaral D

1998).

Areas de asociacion unimodal y
polimodal

Cortezas perirrinal, postrrinal y
entorrinal

Hipocampo, giro dentado y
subiculum

Esquema IIl. Sistema de memoriadel LTM y sus conexiones. En la rata la
informacién que llega al hipocampo proviene de dreas de asociacién de la neocorteza (azul). Esta
proyecta a las cortezas perirrinal (fucsia), postrrinal (bordd) y entorrinal (rosa), que estan a
su vez interconectadas. De este modo, la corteza entorrinal es un sitio de convergencia y distribucion
de la informacién proveniente de la corteza al hipocampo, giro dentado y subiculum (verde).
Al mismo tiempo, es la principal via de salida de la informacién desde el hipocampo, giro dentado y

subiculum.
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El LTM, en particular el hipocampo, es un lugar de convergencia multimodal.
Contiene neuronas que registran informaciéon referida a estimulos ambientales y referida al
contexto en el cual ocurren los eventos, por lo tanto, tiene un rol principal en el aprendizaje
de relaciones espaciales y en la formacion de asociaciones complejas, por ejemplo,
aprendizaje espacial y memoria en roedores y la memoria declarativa o episédica en el
hombre (O’Keefe J y Nadel L 1978).

El hipocampo contiene neuronas piramidales cuyos cuerpos celulares se ubican en
una capa tunica densamente empaquetada llamada Cuerno de Ammonis (CA), la cual se
divide en tres regiones anatomicas principales: CA1, CA2 y CA3. El giro dentado (DG) es
una banda estrecha de sustancia gris que sigue el borde interno del hipocampo. Las
conexiones intrinsecas entre neuronas de la formaciéon hipocampal son fundamentalmente
glutamatérgicas, aunque existen interneuronas inhibitorias que modulan las vias
excitatorias. El circuito excitatorio del hipocampo consiste de tres vias principales.
Sin embargo, estas vias constituyen una simplificacion de las conexiones sindpticas
existentes dentro del hipocampo y con otras dreas cerebrales. La informacion proveniente
de estructuras corticales o subcorticales entra al DG a través de la via perforante desde
la corteza entorrinal. Desde las células granulares del DG la informacion es transmitida a
las células piramidales del area CA3 a través de la via de las fibras musgosas. Las
neuronas del area CA3 envian proyecciones a las células piramidales del area CA1 a través
de la via de las colaterales de Schaffer. Finalmente, la informaciéon proveniente de las
neuronas de CA1 retorna a estructuras corticales y subcorticales (Purves D et al. 2012).

(Figura 10).
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Cerebro humano ( K V7
L

Hipocampo
2

Corteza Entorrina
Corteza Perirrinal
Corteza Parahipocdmpica

Hipocampo Lobulo Temporal Medial

Cerebro de rata

Colaterales
de Schaffer

Via Perforante (desde

Células piramidales CA3 la corteza entorrinal)

Fibras musgosas

Zona subgranular Células granulares

Giro dentado

Figura 10. Esquema de localizacion del hipocampo en cerebro humano y de
roedor. Seccion sagital hipocampal que muestra los principales circuitos excitatorios. Figura

adaptada de Purves D et al. (2012).

En diferentes areas cerebrales se observa una forma de plasticidad sinaptica que es
requerida para la formacion de la memoria y de ciertos tipos de aprendizajes (Martin S y
Morris R 2002). La plasticidad es la capacidad del sistema nervioso de adaptarse y
mejorar su eficiencia funcional en los circuitos sinapticos en respuesta a estimulos que
provienen del medio interno o externo. Los mecanismos que explican los fenémenos de
plasticidad y su correlacion con la funcién de una estructura o un proceso en particular son
multiples. Algunos de ellos implican incremento en la liberaciéon de neurotransmisores o
mediadores en el espacio sinaptico, cambios en la actividad de neuronas que influyen sobre
la liberacion presinaptica de los neurotransmisores, aumento del nuimero de receptores
postsindpticos, cambios en las cascadas de mensajeros intracelulares, modificaciones en las

espinas dendriticas y traslocacién de contactos sinapticos, entre otros (Bi G y Poo M 1998).
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En el ario 1973 Bliss y Lomo pudieron relacionar, por primera vez, cambios en la
plasticidad con procesos de memoria. Trabajando en hipocampo de conejos, en sinapsis
entre el tracto perforante y las células granulares del DG, demostraron que una
estimulacion breve de alta frecuencia en esta via excitatoria, causaba un incremento
sostenido en el tiempo en la eficiencia de la transmision sinaptica (Bliss TV y Lomo T 1973;
Bliss TV y Collingridge GL 1993). Este efecto fue denominado Potenciaciéon a Largo
Plazo (LTP, del inglés Long Term Potentiation) y ha sido estudiado en diferentes especies,
desde roedores hasta primates (Nosten-Bertrand M et al. 1996). Este fenémeno puede
generarse en todas las sinapsis excitatorias del hipocampo, como asi también, en otras
estructuras cerebrales como amigdala, cerebelo y corteza, presentando caracteristicas
particulares en cada una de ellas. Posteriormente, muchos estudios han demostrado
similitudes en la naturaleza y los tiempos de los cambios moleculares entre la LTP y la
formacién de la memoria en hipocampo (Izquierdo I y Medina JH 1997; Izquierdo I y

McGaugh JL 2000; Izquierdo Iet al. 2008).

TAREA DE EVITACION INHIBITORIA: paradigma comportamental utilizado.

Para estudiar experimentalmente el aprendizaje y la memoria existen una gran
variedad de paradigmas conductuales que se pueden utilizar. Algunos de los mas utilizados
son los que genéricamente se denominan como pruebas o tareas de evitacion inhibitoria. El
término «evitacion inhibitoria» es empleado para describir pruebas en las que el animal
aprende a evitar un acontecimiento nocivo suprimiendo una conducta concreta (inhibicion
de una actividad innata o de un habito adquirido).

Se pueden utilizar diversos tipos de evitacion inhibitoria como modelo de
aprendizaje. Segiin Bures J et al. (1983) existen cuatro modelos: «tarea de descenso de
escalon» o step-down test (SDT), «test de dos compartimentos» (two-compartment test),

«supresion de picoteo» (suppression of pecking) y «cruzar a través de» (step-through).
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La tarea de evitacion inhibitoria comprende un componente asociativo pavloviano
conjuntamente con un componente de conducta operante. (Quillfeldt J 2006). Asi, en SDT el
animal aprende que un lugar especifico debe evitarse, ya que se asocia con un evento
aversivo. Este tipo de aprendizaje activa eventos bioquimicos en el hipocampo, que son
necesarios para la retencion del aprendizaje en este paradigma (Izquierdo I y Medina JH
1997).

El SDT es uno de los paradigmas de eleccion para evaluar el/los proceso/s de
memoria debido a las siguientes razones: a) se adquiere en cuestion de segundos, pero
puede durar meses (Frankland P et al. 2006); b) implica la participacion del area CA1, que
es la region en la que la LTP ha sido mejor estudiada (Izquierdo I y Medina JH 1997;
Lorenzini C et al. 1996); ¢) muchos estudios han demostrado similitudes en la naturaleza y
los tiempos de los cambios moleculares entre la LTP y la formacién de la memoria en esta
area (Izquierdo I y Medina JH 1997; Izquierdo I y McGaugh J 2000; Izquierdo I et al.
2008), d) es una tarea muy adecuada para la realizacion de estudios farmacolégicos,
permitiendo diferenciar segin el tiempo de administracion del farmaco, los diferentes
procesos: adquisicion (si se administra previo al entrenamiento), consolidacion (luego del
entrenamiento) o evocacion (antes del test) (Izquierdo I y Medina JH. 1995; Izquierdo Iy
McGaugh J 2000), e) ha permitido describir profundamente la cascada molecular de la
memoria en hipocampo (Izquierdo I y Medina JH 1997; Izquierdo I y McGaugh J 2000;
Izquierdo I et al. 2008).

La cascada molecular de la memoria en hipocampo se inicia con la liberacion del
neurotransmisor glutamato, seguido de la activacion de los receptores glutamatérgicos tipo
alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-acido isoxazole propionico (RAMPA) y la despolarizacion
local de la membrana postsinaptica. Esto permite que los iones Mg2* que bloquean los
canales de los receptores glutamatérgicos N-metil-D-aspartato (RNMDA) se liberen,
permitiendo entonces un gran influjo de Ca?* a través de dichos canales y/o de canales
voltaje dependientes luego de la activaciéon de dicho receptor (Izquierdo I y Medina J 1995;

Nicoll R y Malenka R 1995). El incremento de la [Ca?*]; esta generalmente acoplado a la
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activacion de la enzima Oxido nitrico sintasa neuronal (nNOS), la cual sintetiza 6xido
nitrico (NO) (Bredt D y Snyder S 1990). Este mensajero retrogradamente aumenta la
liberaciéon de glutamato a nivel presindptico. A su vez el incremento de NO generalmente
induce un rapido aumento de guanosin monofosfato ciclico (GMP¢) mediante la activacion
de la enzima guanilato ciclasa soluble (GCs) (Izquierdo I y Medina J 1995; Hawkins R et al.
1998). Esta enzima puede unirse a la proteina PSD-95, la cual forma complejos con los
RNMDA y nNOS. La nNOS puede localizarse en prolongaciones muy préximas a otras
sinapsis, pudiendo modular tanto la liberacion de neurotransmisores por parte del
terminal presindaptico como la respuesta de la célula postsindaptica.

El incremento de Ca2* induce la activaciéon, a diferentes tiempos, de numerosas
quinasas, tales como la proteina quinasa dependiente de calcio-calmodulina II (CaMKII), la
cual promueve la fosforilacion de RAMPA y RNMDA (Reymann K 1993; Koga T et al. 1996),
la PKC, que fosforila los receptores glutamatérgicos, la proteina quinasa dependiente de
GMPc (PKG) y la proteina quinasa dependiente de AMP¢ (PKA), que induce la activacion de
una familia de proteinas quinasas activadas por mitogenos (MAPK), las ERK 1y 2, la p38
(llamada de esta forma debido a su peso molecular) y la JNK (quinasa N-terminal c-Jun)
(Micheau J y Riedel G, 1999). A su vez el AMP¢ formado por activacion de PKA, induce la
fosforilacion de la proteina de union al elemento que responde a AMPc (CREB), mediante su
union al sitio CRE del genoma, permitiendo la transcripcion de sefiales para la sintesis de
proteinas como neuropéptidos, enzimas, factor de crecimiento celular, etc., necesarias tanto
para la memoria como para la generaciéon y/o mantenimiento de la LTP (Izquierdo I y

Medina J 1997; Ahmed T y Frey J 2005) (Figura 11).
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Figura 11. Representacion esquematica de los eventos que ocurren en la
membrana postsinaptica durante los procesos de memoria. La senal (impulso eléctrico) de
la neurona presinaptica se transmite a la neurona postsinaptica mediante la liberacion de
glutamato, el cual activa receptores especificos, desencadenando una cascada de segundos

mensajeros e inducciéon de LTP.

Tal como se mencion6 anteriormente, la cascada bioquimica de la memoria se inicia
con la liberacion presinaptica de glutamato y este se une luego a sus receptores. Los
mismos, se dividen en dos categorias principales: los ionotropicos, que son canales
catiénicos, y los metabotrépicos, que activan enzimas intracelulares a través de
proteinas G (Nakanishi S 1992; 1994). Segiin su capacidad de unir agonistas selectivos, se
describieron tres clases de receptores ionotropicos para glutamato: RNMDA, RAMPA y
receptores KA (Kainato). La afinidad por su ligando natural, el glutamato, es diferente
para los diferentes subtipos de receptores.

Los RNMDA son proteinas intrinsecas de membrana heterotetraméricas,
compuestas por dos subunidades obligatorias NR1 y dos variables NR2 (NR2A-NR2D) y en

algunos casos NR3 (NR3A-NR3B) (Goebel DJ, Poosch MS 1999); requieren de un co-
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agonista, la glicina y pueden ser activados ademas por otros aminoacidos endégenos, como
aspartato y homocisteina. Son tetrameros, formados por el ensamblado de las subunidades
individuales cuya diferente combinacion produce receptores con diferentes propiedades

funcionales (Chazot PL et al. 1994). (Figura 12)
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Figura 12. Esquema del RNMDA con 4 subunidades proteicas y sus diferentes

sitios de union.

La subunidad NR1 se expresan ubicuamente en todo el cerebro, aumentando después
del nacimiento progresivamente y manteniéndose una expresion importante a lo largo de
toda la vida (Laurie DJ et al. 1995). Las subunidades NR2 determinan muchas de las
propiedades farmacoldgicas y biofisicas del receptor. Son necesarias para el ensamblado
sinaptico del receptor (Wenzel A et al. 1995; 1997). Las distintas subunidades varian su
expresion a través del desarrollo. NR2B y 2D se expresan prenatalmente, mientras que
NR2A y 2C aumentan rapidamente luego del nacimiento. En adultos NR2A y 2B
predominan en estructuras corticales, mientras 2C y 2D se encuentran en estructuras de
cerebro medio y posterior (Monyer H et al 1994; Wenzel A et al. 1995, 1997; Dumas TC
2005). Las subunidades NR3 presentan dos variantes, NR3A y NR3B. Se expresan mucho
menos que las NR2 en adultos y varian su expresion a lo largo del desarrollo (Paoletti P y

Neyton J 2007; Henson MA et al 2010).
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Se ha demostrado que tanto las subunidades NR2A y NR2B del RNMDA
desempenian también papeles importantes en la LTP y el aprendizaje asociativo (Sakimura
K et al 1995; Valenzuela- Harrington M et al. 2007). La induccion de LTP requiere de los
RNMDA constituidos por subunidades NR2B (Barria A y Malinow R 2005). Las
subunidades NR2B mejoran la LTP y la memoria cuando se sobreexpresan en ratones, esto
ha sido demostrado en diferentes pruebas conductuales (Tang Y et al 1999, 2001; Cao X et
al 2007; Jacobs S y Tsien J 2012; Cui Y et al 2011). Lo contrario ocurre con la eliminacion
genética de las subunidades NR2B en hipocampo (animales knockout de la subunidad
NR2B) resultando en un déficits de memoria y una falla en la LTP (Sprengel R et al 1998;
von Engelhardt J et al. 2008).

Ademas, se han observado cambios en la composicién relativa de subunidades del
RNMDA bajo determinadas situaciones; por ejemplo en la vejez se produce un cambio de
subunidades NR2B a NR2A en los RNMDA (Monyer H et al 1994; Sheng M et al. 1994).
Ademas, NR2B promueve la activacion de la nNOS y de la sintesis de NO (Brenman J et al.
1996; Bredt D et al. 1990; Vincent S y Kimura H 1992). NO modula la excitabilidad
neuronal y la plasticidad sindptica en diferente estructuras cerebrales, entre ellas, el
hipocampo (Prast H y Philippu A 2001; Bartus K et al. 2013).

Han sido definidos una gran variedad de sistemas modulatorios centrales y
periféricos como neurotransmisores y hormonas que participan en la formacién y
consolidacion de la memoria (Zanatta M et al. 1996; Izquierdo I y Medina J 1995; 1997). En
lo que a hormonas y péptidos se refiere, la hormona adrenocorticotropa (ACTH),
vasopresina, ocitocina, glucosa, insulina, factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-I),
péptido similar al glucagon tipo 1 (GLP-1), epinefrina, norepinefrina, son liberadas en el
sistema nervioso durante diferentes formas de memoria, pudiendo modular dichos procesos
(Gold P 1995; Izquierdo I y Medina J 1995; Mainardi M et al. 2015). Todas estas moléculas
han mostrado tener efectos sobre los procesos de memoria y la generacion y/o
mantenimiento de la LTP hipocampal (Burgard E et al. 1993; Izquierdo I y Medina J 1995;

Mainardi M et al. 2015).
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PARTICIPACION DE GRELINA EN PROCESOS DE APRENDIZAJE Y MEMORIA

La historia de Gr y memoria comienza en 1997, cuando el grupo de Guan (Guan X et
al. 1997) describi6o que el ARNm que codifica a los GHS-R, ademas de estar presente en
hipotalamo, se expresaba también en otras regiones del cerebro de rata, tales como el
hipocampo. De este modo, revelaron que el hipotdlamo, hipocampo e hipéfisis son las
regiones con la expresion mas abundante de ARNm para este receptor. Asi estos receptores
fueron identificados en hipocampo cuando aun no se habia descubierto Gr ni sus efectos
biolégicos. En 1999 el grupo de Kojima (Kojima M et al. 1999) descubrié el ligando
especifico para este receptor huérfano, y lo llamaron “Grelina”.

Tomando en cuenta los resultados del grupo de Guan, acerca de la distribucion de
los receptores de Gr, y el papel fundamental del hipocampo en el aprendizaje y la memoria,
en el aino 2002, nuestro laboratorio inicié la investigacién del posible rol de este péptido en
procesos de aprendizaje y memoria en animales de experimentacion. En los primeros
experimentos, Gr se infundié intracerebroventricular (icv) en ratas y se analizo el
desempeiio de las mismas en las tareas de campo abierto, laberinto elevado en cruz, y
evitacion inhibitoria (SDT). La administracion de Gr aumento la latencia para descender
del escalon en el SDT, de una manera dependiente de la dosis, mostrando por primera vez
que Gr aumenta la retencién de la memoria, posiblemente a través de un mecanismo
dependiente de hipocampo (Carlini VP et al. 2002).

Es ampliamente conocido que, para afirmar que una hormona de origen periférico
induce efectos a nivel del SNC, se requiere también demostrar que el péptido sintetizado
periféricamente es capaz de atravesar la BHE, alcanzar diferentes estructuras centrales y
unirse a sus receptores especificos. Estudios realizados por Diano S et al. (2006) reportaron
que Gr periférica entra al hipocampo y se une a receptores en neuronas de la

formaciéon hipocampal.
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Los estudios que se realizan empleando la administracion icv de drogas o farmacos,
resultan muy ttiles para indicar o confirmar los efectos a nivel del SNC de estos agentes
(Izquierdo I y Medina JH 1995), pero no aportan informacion acerca de las areas
especificas de accion en el SNC, es decir, donde y cuando ocurren los procesos. En este
contexto, microinfusiones localizadas en regiones especificas del cerebro proporcionan
informacioéon relevante acerca de déonde se producen los procesos que se investigan. Asi, en el
afio 2004, Gr fue infundida en estructuras tales como hipocampo, amigdala y
DRN, a fin de identificar los posibles sitios extra-hipotalamicos para los efectos de Gr que
pudieran justificar el aumento de la retencion de la memoria inducido por el péptido
(Carlini VP et al. 2004). Estas estructuras se eligieron teniendo en cuenta que las mismas
forman parte del sistema limbico, que estan extensamente interconectadas con el
hipotalamo y que participan de la regulacion de la ingesta, la expresion de la ansiedad y la
memoria (Izquierdo I et al. 1992; Quillfeldt J et al. 1996; Kalra S et al. 1999). Los resultados
mostraron efectos diferenciales del péptido en esas estructuras en relacion a la
memoria, ingesta, y ansiedad. La administracion de Gr en estas tres regiones aumento
significativamente la retencion de memoria, de una manera dependiente de la dosis. En
cuanto a la ingesta de alimentos, también aumentd en relacion con ratas controles, cuando
Gr se infundié en hipocampo y DRN, pero no en amigdala (Carlini VP et al. 2004). Por otra
parte, la suposicion de que el aumento en el tiempo de latencia en el SDT podria atribuirse a
un efecto ansiogénico del péptido ha sido descartado, debido a que se demostré que dosis de
Gr que mejoran la retenciéon de la memoria en ratas, no producen ningin comportamiento
ansiogénico (Carlini VP et al. 2004).

En lo que respecta a modelos de ratones deficientes (knockout) para Gr, los
mismos presentan un reducido nmitmero de espinas sinapticas en hipocampo y un
deterioro en el rendimiento en pruebas de memoria, como la de reconocimiento de
objetos nuevos, no obstante, estos parametros son revertidos con la administracion

subcutanea de Gr (Diano S et al. 2006).
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Por otro lado, se estudio también en nuestro laboratorio, si la mejora de la memoria
inducida por Gr, se podia visualizar en animales que presentan un déficit cognitivo como
ocurre en animales sometidos a restriccion calérica (ratones sometidos a 28 dias de
restriccion de alimentos en un 50%) (Carlini VP et al. 2008). Se analizé esta posibilidad
sometiendo a los mencionados animales al paradigma de reconocimiento de objetos nuevos.
Esta tarea se diferencia de la tarea de evitacion inhibitoria por el tipo de informacién que
debe ser recordada, ambos paradigmas evaluan la retenciéon de la memoria, pero el SDT
evaliia una memoria de tipo aversiva, mientras que la prueba de reconocimiento de objetos
es de tipo no aversiva, ya que evaliia sélo la capacidad para reconocer objetos nuevos. Se
demostro entonces, que la administracion de Gr fue capaz de revertir el déficit
cognitivo presente en estos ratones con restriccion alimentaria cronica, y ademas que el
efecto facilitador del péptido sobre la retencion de la memoria se observa
independientemente del test utilizado. Ademds, diferentes investigadores han
demostrado que dietas con un alto contenido de grasa y de glucosa, lo cual inhibe la
secrecion de Gr (Beck B et al. 2002; Lomenick JP et al. 2009), deterioran la plasticidad
sindptica y la memoria espacial dependientes de hipocampo (Wu A et al. 2003; Stranahan
A et al. 2008). Por otro lado, la restriccion calorica, la cual resulta en un aumento en los
niveles circulantes de Gr (Lutter M et al. 2008), mejora la deficiencia observada en
procesos cognitivos relacionada con el envejecimiento (Witte A et al. 2009), y facilita el
aprendizaje y la plasticidad sindptica (Fontan-Lozano A et al. 2007).

Por otra parte, evidencias apoyando lo descripto anteriormente, demostraron que la
administracion por via oral o subcutanea de dos agonistas no peptidicos del receptor de Gr
(GSK894490A y CP-464709-18), fueron capaces de atravesar facilmente la BHE y
desencadenar efectos pro-cognitivos en tareas de memoria, como reconocimiento de objetos
nuevos y aprendizaje espacial en ratas (Atcha Z et al. 2009). En los ultimos anos varios
estudios han demostrado que Gr aumenta la retencion de la memoria en roedores, y que el

hipocampo participa en este efecto (Chen L et al. 2011, Li E et al. 2013).
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En el anio 2010 se demostré que la administracion de Gr intrahipocampal antes de la
sesion de entrenamiento en el SDT, pero no el dia del test (llevada a cabo 24 h después del
entrenamiento), mejora la retencion de la memoria a largo plazo en ratas (Carlini et al.
2010). Estos hallazgos demostraron que Gr modula eventos moleculares y/o
celulares de senalizacion implicados en la adquisicion y/o consolidacion de la
memoria, pero no en la evocaciéon de la misma (Carlini VP et al. 2010 a).

Por otra parte, estudios electrofisiolégicos mostraron, que la infusién de Gr en la
region CA1 de hipocampo de ratas, disminuye los valores del umbral para generar
LTP en DG hipocampal (Carlini VP et al. 2010).

En relaciéon con la via de senalizacion del péptido, se demostré que Gr aumenta la
actividad de la enzima nNOS de manera dependiente de la dosis, lo que sugiere la
participacion de la via nNOS/NO en los efectos del péptido sobre la retencion de la memoria
(Carlini VP et al. 2010).

Se ha demostrado también que la administracion periférica de Gr estimula la
proliferacion y diferenciacion de neuronas en hipocampo (Moon M et al. 2009).
Corroborando estos hallazgos, se detecté la expresion de GHS-Ria en células progenitoras
del hipocampo, confirmando la participacion de Gr en la neurogénesis de esta region
(Gahete M et al. 2011).

También se observdo que Gr posee acciones neuroprotectoras, como por
ejemplo, inhibe el estrés oxidativo (Kheradmand A et al. 2010), la apoptosis (Delhanty PJ et
al. 2007), la neuroinflamacion (Ersahin M et al. 2011), la disfuncion mitocondrial (Zhang Q
et al. 2012) y la excitotoxicidad glutamatérgica (Lim E et al. 2011), tanto in vivo como in
vitro. Ademds, estos efectos neuroprotectores de Gr se han descripto en modelos
experimentales de Parkinson (Jiang H et al. 2008), esclerosis multiple (Theil M et al. 2009),
epilepsia (Obay B et al. 2008) y, recientemente, de Alzheimer (Moon M et al. 2011).

Con respecto a la enfermedad de Alzheimer, se observo que la produccion de Gr, asi
como la expresion de su receptor GHS-Ria y de la enzima GOAT, se reducen en el l6bulo

temporal de estos pacientes, en comparacion con individuos controles de edades similares
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(Gahete M et al. 2011). Estos resultados sugieren que esta reduccién en las concentraciones
del péptido en el SNC puede contribuir a la pérdida neuronal y a los déficits cognitivos
observados en esta enfermedad. Reforzando estos hallazgos clinicos, Moon M et al. (2011)
han demostrado que la administraciéon ip de Gr (80 mg/kg) fue capaz de mitigar el déficit
cognitivo y las respuestas inflamatorias inducidas por la infusion intrahipocampal del
péptido en un modelo de ratones Afj1-42 .

Por otra parte, ha sido postulado que la activacion de los GHS-Ria
probablemente module la lLberacion, sintesis o metabolismo de -ciertos
neurotransmisores tales como glutamato, dopamina y serotonina, los cuales intervienen
en los procesos de memoria. Se ha demostrado recientemente que el receptor de Gr es co-
expresado en neuronas que expresan receptores de dopamina, y que un subconjunto de
GHS-R1a, heterodimerizan con estos receptores, participando en la regulacion de la
supresion de la ingesta inducida por dopamina (Kern A et al. 2012).

Varias hormonas y péptidos involucrados en la regulacion de la ingesta y el control
del metabolismo, han emergido como importantes moduladores de numerosas funciones
cerebrales no relacionadas directamente con el metabolismo. Se ha demostrado que
moléculas tales como insulina, IGF-1, leptina, Gr, GLP-1, impactan en la funcién
hipocampal, afectando propiedades tales como la plasticidad sinaptica (LTP, LTD), la
plasticidad estructural (espinas dendriticas, neurogenesis), llevando asi a modificaciones
en el desempeiio cognitivo. A su vez, en los ultimos anos, ha sido puesto de manifiesto la
relevancia e interrelacion de diferentes desregulaciones metabolicas en patologias

neurodegenerativas que cursan con déficit cognitivo (Mainardi M et al. 2015).
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SEROTONINA Y GRELINA

El sistema serotoninérgico esta implicado en una amplia variedad de procesos
fisiologicos y de comportamiento, tales como: estado de animo, aprendizaje, memoria,
comportamiento sexual, agresion, respuestas al estrés, suefo, termorregulacion e ingesta
(Buhot M et al. 2000; Struder y Weicker 2001). Las fibras 5-HTérgicas se originan en el
NDR y mediano del rafe (NMR) y proyectan hacia todas las regiones del hipocampo
encontrandose la densidad mas alta en la capa molecular del subiculo, en CA1 y en el
stratum molecular y radiado de CA3 (Flores J et al. 2004). Otras proyecciones se dirigen al
hipotalamo, donde la liberacion de 5-HT modula la ingesta (Ohliger-Frerking P et al.
2002), hacia al nticleo paraventricular (PVN), donde se localizan neuronas productoras de
CRF y hacia la amigdala, la cual media respuestas emocionales e integra las influencias
neuromodulatorias que regulan la consolidacion de algunas formas de memoria.
(McGaugh JL 2002).

También ha sido demostrada la importancia del sistema serotoninérgico en la
regulacion de la ingesta y la saciedad. Individuos que regulan los niveles de 5-HT
normalmente, adquieren saciedad mas rapidamente y muestran un mejor control sobre la
busqueda de carbohidratos, inhibiendo la ingesta de aziicar mas eficientemente (Feijo F et
al. 2011). Diferentes drogas que tienen como blanco el sistema serotoninérgico central, han
sido desarrolladas para inducir saciedad y reducir la ingesta, asi drogas que inhiben la
recaptacion de 5-HT, han sido usadas como supresores del apetito (Silva RC et al. 2003).
Tal como se mencioné previamente Gr, a través de sus receptores GHS-Ria, participa
fuertemente en el control de la ingesta y el balance energético, por lo cual diversos
investigadores han intentado buscar relaciones e interacciones entre este neurotransmisor
y la hormona Gr. Se ha demostrado que Gr inhibe la liberacion de 5-HT a partir de
sinaptosomas hipotalamicos de rata (Brunetti L et al. 2002), sugiriéndose que el efecto

orexigénico del péptido podria ser mediado por la inhibicién de la liberacién de 5-HT.

Mam’/swsdedwd/(q'hem’/



Introduccidn

Teniendo en cuenta los resultados antes mencionados, es razonable pensar que la
disminucion de la liberacion de 5-HT observada en hipotalamo, representa un mecanismo
que podria extenderse a otras estructuras como el hipocampo.

Datos recientes han demostrado modificaciones en los niveles de ARNm de
receptores serotoninérgicos, en amigdala y NDR, después de la administracion aguda de Gr
a nivel central (Hansson C et al. 2014). Por otro lado, la administracion directa de 5-HT en
hipotdlamo, atenta el efecto orexigénico de Gr en ratas (Currie PJ et al. 2010).

Resultados previos en nuestro laboratorio, demostraron que el tratamiento de
animales con un inhibidor de la recaptacion de 5-HT, como fluoxetina, previo a la
administracion de Gr (icv o intrahipocampal), inhibe el incremento en la ingesta, como asi
también el efecto facilitador del péptido sobre la retenciéon de la memoria, sugiriendo que

estos efectos dependerian de la disponibilidad de 5-HT (Carlini VP et al. 2007).

Mwuwsmweww






Objetivoy

Los presentes objetivos estan planteados teniendo en cuenta los antecedentes
previamente expuestos y especificamente que: a) trabajos previos en nuestro laboratorio
demostraron que la administracion de Gr icv o en hipocampo induce una facilitacion en la
retencion de la memoria, b) la cascada bioquimica de la memoria se inicia con la liberacion
del neurotransmisor Glutamato, c) la activacion de los receptores glutamatérgicos NMDA
es considerada el disparador inicial para la plasticidad sindptica hipocampal y para la
formacion de la memoria, d) diferentes ensamblajes de las subunidades del RNMDA en la
membrana postsinaptica, resultan en diferentes propiedades funcionales, e) cambios en la
composicion relativa de subunidades del RNMDA bajo determinadas situaciones modifican
la eficiencia sindptica, f) las subunidades NR2B son requeridas para la induccion de la LTP,

la cual es considerada un correlato celular del aprendizaje y la memoria.

OBJETIVO GENERAL

Los experimentos presentados en este trabajo de investigacién bdsica tienen como
objetivo investigar el posible sustrato neurobiolégico implicado en los efectos de la
hormona Gr a nivel del SNC, fundamentalmente sobre la facilitacién de la memoria. Se
pretende aportar nuevas evidencias relacionadas con el/los mecanismos que pudieran
Jjustificar la facilitacion en la consolidacion de la memoria inducida por el péptido a nivel
hipocampal.

Individualizar la/s etapa/s de la cascada bioquimica de la memoria sobre la cual/es
el péptido ejerce su efecto modulador podria contribuir, no solo a definir el papel funcional
de Gr en la memoria, sino también, favorecer al esclarecimiento de estudios recientes que
presentan a Gr como un nuevo e innovador agente terapéutico de potencial uso en
patologias neurodegenerativas, tales como la enfermedad de Alzheimer, Parkinson,

esquizofrenia, entre otras.
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Nos abocaremos por un lado, a los procesos que se activan tempranamente en la
cascada bioquimica de la memoria, tales como la liberacion de glutamato, la activacion de
receptores glutamatérgicos, especificamente la participacion de la subunidad NR2B del
receptor NMDA. Con este fin se utilizaran paradigmas conductuales, bloqueo
farmacolégico de receptores, determinaciones bioquimicas, técnicas inmunohistoquimicas,

y andlisis de parametros electrofisiologicos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Con el fin de identificar procesos y mediadores moleculares implicados en la
facilitacién de la memoria inducida por Gr en hipocampo se plantearon los siguientes

objetivos especificos:

I. Determinar si el efecto potenciador de Gr sobre la retencion de la memoria
implica la modulacién del proceso de consolidaciéon. Para tal fin se determinara la ventana
temporal de dicho efecto.

II. Investigar si los efectos inducidos por el péptido sobre la retencion de la memoria
y sobre la plasticidad sindptica son dependientes de la activaciéon de su receptor especifico
(GHS-R1a).

III. Determinar el efecto de Gr sobre la liberacion de Glutamato endégeno evocado
por 4-AP a partir de sinaptosomas hipocampales.

IV. Investigar el efecto de la administracion del péptido sobre la expresion de la
subunidad NR2B de los RNMDA, y sobre los efectos conductuales y electrofisiolégicos en
animales pretratados con un antagonista de la subunidad NR2B, Ro 25-6981.

V. Determinar el efecto de Gr sobre la liberacién de 37! 5-HT de rebanadas de

hipocampo.
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ANIMALES

En este estudio se utilizaron ratas macho adultas de la cepa Wistar (270-300 g)
criadas en el bioterio del Departamento de Farmacologia (IFEC-CONICET) de la Facultad
de Ciencias Quimicas de la Universidad Nacional de Cérdoba. Los animales se alojaron en
grupos de 3 6 4 individuos en cajas de plastico estandar de laboratorio (Plexiglas), con libre
acceso al agua y al alimento (dieta balanceada para ratas y ratones de laboratorio). Los
animales fueron albergados en salas con ciclo de 12 h de luz/oscuridad (encendido de luz de
7:00 a 19:00 h) y con temperatura constante de 22 + 2 °C. Los procedimientos
experimentales fueron realizados entre las 9:00 y 12:00 h. Los animales fueron habituados
al contacto con el experimentador; para ello fueron trasladados a una habitacién diferente,
manipulados y luego retornados a sus cajas y a su sala de alojamiento comiun. Este
procedimiento se repitio los 6 dias posteriores a la cirugia, antes de iniciarse los
experimentos. Las ratas fueron asignadas al azar a los distintos grupos experimentales y
cada una fue utilizada una sola vez.

Todos los procedimientos y manipulaciones se llevaron a cabo de acuerdo con las
normas establecidas por la guia para el cuidado y uso de animales de laboratorio del
Instituto Nacional de la Salud (NIH - National Institute of Health) de Estados Unidos de
Ameérica, aprobada por el comité de cuidado y uso de animales de la Facultad de Ciencias

Quimicas de la Universidad Nacional de Cérdoba.

Se realizaron todos los esfuerzos posibles para
minimizar el sufrimiento y reducir el niimero

de animales utilizados.

Rata Wistar adulta
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CIRUGIA ESTEREOTAXICA

Todos los animales utilizados en este estudio fueron implantados bilateralmente con
canulas guias en el area CA1 del hipocampo dorsal mediante técnicas estereotdaxicas. Cada
animal fue anestesiado con una mezcla de anestésico miorrelajante compuesta de Ketamina
(55 mg/kg) y Xilazina (11 mg/Kg) mediante una inyeccion ip y colocado en un aparato
estereotaxico (Stoelting, Wood Dale, IL) con la barra de incisivos a -3,3 mm. Se realizé6 un
corte en el cuero cabelludo, se dejo el craneo expuesto y se tomaron las coordenadas segun
la posicion del Bregma. Se realizaron dos orificios en el craneo para implantar las canulas
guias de acero inoxidable (22 gauge) de 9 mm longitud. Las canulas fueron fijadas al
craneo con un tornillo y acrilico dental. Las coordenadas para el area CA1 del hipocampo
dorsal fueron tomados del atlas de Paxinos y Watson (Paxinos y Watson, 2007) siendo las
siguientes: antero posterior (AP), -3.3 mm; lateral (L), +2.0 mm; dorso ventral (DV), -2.5
mm. Los animales fueron retirados del estereotdxico y colocados en su caja hogar, con
supervision constante hasta su recuperacion. Los dias posteriores a la cirugia, los animales
fueron manipulados y se simuld la microinyecciéon con el fin de minimizar las respuestas no
especificas a este procedimiento durante el experimento. Los animales se dejaron recuperar

alrededor de 7 dias antes de iniciar los experimentos.

Aparato estereotaxico Foto cirugia. Rata implantada
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MICROINYECCION INTRACEREBRAL

Para la realizacién de la microinyeccion, los animales fueron cubiertos con un paiio,
suavemente sujetados y se introdujeron los inyectores. Se utilizaron como inyectores agujas
de acero inoxidable (30 gauge) de 10 mm de longitud que sobrepasaban la canula guia en 1
mm. La microinyeccion fue realizada mediante la conexion del inyector a través de un tubo
de polietileno (PE 10, Becton Dickinson, MD) a una jeringa de 1oul (Hamilton, Reno, NV)
montada en una bomba de microinyeccion (Stoelting, Illinois, USA). Cada rata fue
inyectada bilateralmente con 0,5 ul de solucién con una velocidad de flujo de 0,5 ul/min.
Para permitir la difusiéon de la droga, los inyectores permanecieron en las canulas guias

durante un min adicional.

Inyector conectado a una jeringa Hamilton

Inyeccion a través de las canulas

ANALISIS HISTOLOGICO

Al finalizar los experimentos conductuales, los animales fueron sacrificados con una
sobredosis de hidrato de cloral 16 % o en una camara de CO2. Los cerebros fueron extraidos
y luego fijados por inmersiéon en una solucion de formaldehido al 4 % al menos por 3 dias.
Posteriormente, se realizaron cortes coronales de 60 um de espesor mediante un criéstato

(Leica, Nussloch, Alemania), en los que se examiné el sitio de infusion y la
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presencia/ausencia de hemorragia y/o necrosis utilizando una lupa binocular (Arcano).
Los sitios de inyeccion fueron comparados con las laminas del atlas del cerebro de rata de
Paxinos y Watson (2009) (Figura 13). Los datos correspondientes a los animales que

presentaron una localizacion incorrecta de las canulas o daio tisular observable fueron

excluidos del andalisis de resultados.

Bregma -3.14 mm

Bregma -3.30 mm

Bregma -3.60 mm

Figura 13. Ubicacion de los sitios de inyeccion en el area CA1 del hipocampo
dorsal. Laminas representativas de los sitios de inyeccion de tratamientos de acuerdo al atlas de
Paxinos y Watson. Las marcas corresponden al sitio de inyeccion de los diferentes tratamientos

utilizados para los experimentos.
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DROGAS

Para el desarrollo de los experimentos se administraron las siguientes drogas:
Grelina (SC1356) de Polypeptide; R-(R*,S*)-a-(4-hydroxyphenyl)-b-methyl-4-
(phenylmethyl)-1-piperidine propranol (Ro 25-6981 clorhidrato) (R7150) y [DLys3]-péptido
6 liberador de hormona de crecimiento (D-Lys3-GHRP- 6) (G4535) de Sigma-Aldrich.

Se utilizé solucién salina estéril como control, ya que fue el medio de dilucién de Gr,
D-Lys3-GHRP-6 y Ro 25-6981, y porque no se encontraron diferencias a nivel conductual ni

molecular con su uso, respecto a animales que no reciben la administracion de la misma.

ADMINISTRACION

Los animales fueron infundidos bilateralmente en hipocampo dorsal con salina o las
diferentes drogas en un volumen de 0.5 ul/lado. En los casos que correspondiese todos los
grupos experimentales recibieron dos inyecciones administradas con 5 min de diferencia
entre ellas. Cuando se administré salina o una sola droga la otra inyeccion fue realizada
con salina. Las dosis utilizadas fueron seleccionadas en base a estudios previos y a pruebas

realizadas en el laboratorio.

PURIFICACION DE SINAPTOSOMAS

Los animales fueron transferidos a una sala e inmediatamente sacrificados por
decapitacion. Sus cerebros fueron removidos rdapidamente y colocados sobre hielo. Se
realizé la diseccion de los hipocampos y se obtuvo un pool de homogenatos (3 animales).
Los sinaptosomas se purificaron en un gradiente discontinuo de Percoll segiin la técnica
descrita por Dunkley et al. (1988). El tejido fue homogeneizado en Buffer de Gradiente (BG)
pH 7,4 (0,32 M sacarosa, 1 mM EDTA, 0,25 mM DTT) a 4 °C y posteriormente centrifugado

a 2.000 xg durante 5 min a 4 °C. El sobrenadante fue centrifugado a 9.500 xg por 14 min a
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4 °C. EIl sedimento resultante fue resuspendido en 5 ml de BG. Esta suspensiéon se coloco
sobre un gradiente discontinuo de Percoll, preparado en BG y formado por bandas de 3 ml
de Percoll al 3 %, 10 % y 23 %, a pH 7,4. Los gradientes fueron centrifugados a 25.000 xg
durante 14 min a 4 °C y después los sinaptosomas fueron tomados de la interfase formada
por las bandas de Percoll al 10 % y al 23 %. La muestra fue diluida a un volumen final de 20
ml con medio HBM pH 7,4 (140 mM NaCl, 5 mM KCI, 5 mM NaHCO3, 1,2 mM NaH2P0O4, 1
mM MgCl2, 10 mM glucosa, 10 mM HEPES), y centrifugada a 22.000 xg por 14 min a 4 °C.
El sedimento resultante fue resuspendido en 1 ml de medio HBM y a continuacion fue
determinado el contenido de proteinas por el método de Bradford (Bio-Rad Bradford
Protein Assay Kit; Hercules, CA). Las alicuotas fueron mantenidas en hielo hasta su

utilizacion (Figura 14).

Homogersizac:ona 700 rp.m. 7 pasos

Hipocampo+sacarosa0.32M
CORTEZA
CEREERAL .
e

2,000 xg
2 mupatos
PRESINAPTICA I
S| pl
9.500 xg
12 mumutos
S: p:
Se resusperde en sacarosa 0.32 M (8 ml) 513?}“"?—-‘;5 (sin punificar)
y 52 coloca sobre ur gradiente disconnnnuo Pexcollal 3%
de Percoll Percoll a1 10 %
25.000 xg Percoll al 23 %
10 punutos
POSTSINAPTICO .
1] Mieltina
Terminal || " - X
sinaptico - - EZSY S1Daplosomaas
N Mitocondnas
Se recogen los simaptosomas ¥
DA i@ diluyen hasta 30 m! ex HBM
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sinaptosomas

Figura 14. Esquema de la obtencion de sinaptosomas purificados.
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ENSAYO DE LIBERACION DE GLUTAMATO

Se realiz6 segun la técnica descripta por Nicholls y col. (Nicholls et al., 1987; Vilcaes
et al. 2009). La muestra de sinaptosomas fue trasvasada a una cubeta de cuarzo para
fluorescencia mantenida a 37 °C en un fluorémetro. Posteriormente se adicionaron los
siguientes reactivos: NADP+, CaCl2 y 2 min después la enzima L-glutamato dehidrogenasa.
Luego de 5 min se agregé 4-aminopiridina (4-AP) para inducir la liberacion del
neurotransmisor. Los sinaptosomas se incubaron en presencia de Gr o HBM (control) 2 min
antes de la adicion de 4AP. Los cambios en la fluorescencia debidos a la produccion de
NADPH (excitacién, 330 nm; emision, 460 nm) reflejaron la liberacién de glutamato, el
cual es convertido a a-cetoglutarato por la enzima L-glutamato dehidrogenasa mediante la
reduccion de NADP+ a NAPDH. Un estandar de glutamato fue adicionado al final de cada
experimento para calcular la liberacion de glutamato como la relaciéon de nanomoles de
glutamato por mg de proteina sinaptosomal (Sihra et al. 1992) y ademéas, como porcentaje
del total de la liberacion de glutamato con respecto al control, teniendo en cuenta el control
como 100%. Los datos se obtuvieron a intervalos de 1-s. 4-AP bloquea canales de K+ que
participan en la repolarizacion de la membrana, causando una desestabilizacion del
potencial de membrana y la apertura de canales de Na+. Como consecuencia, se generan
potenciales de accién espontdneos con la consiguiente apertura de canales de Caz2+* y
liberacion de neurotransmisores (Tibbs et al. 1989).

La cuantificacién de la liberacion de glutamato se realiz6 mediante el uso de los
valores obtenidos a los 10 min del periodo experimental y expresado como media + ES, y
también mediante el calculo del area bajo la curva (AUC) usando el software "Origin8" con
el fin de analizar el total de Glutamato liberado durante 10 min del experimento. Para
ambos parametros, cada valor se obtuvo de cuatro experimentos independientes realizados
por triplicado.

Todos los datos fueron expresados como la media + ES y los resultados fueron

analizados utilizando el andlisis de varianza de una via (ANOVA). En el caso de la
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existencia de diferencias significativas, se realizé el test de comparacién post hoc “One
sample t test” o prueba t para comparaciones con un valor teérico (100). Las diferencias
con un valor de p<o0.05 fueron consideradas estadisticamente significativas. Los datos se
analizaron con el software estadistico “Graphpad prisma 6.

Glutamato deshidrogenasa (EC 1.4.1.3), NADP +, y 4AP se obtuvieron de Sigma-
Aldrich Co. (St. Louis, MO, EE.UU.). Percoll se obtuvo de Pharmacia (Peapack, NJ, EE.UU.).
Todos los demas productos quimicos utilizados fueron de grado analitico, comercializados

en Argentina.

PRUEBA DE EVITACION INHIBITORIA: STEP DOWN TEST (SDT)

El SDT ha sido ampliamente utilizado para el estudio de la consolidacion de la
memoria. El mismo, ha sido durante mucho tiempo, uno de los modelos favoritos para los
estudios bioquimicos y farmacolégicos de la memoria. El aprendizaje en el SDT se basa en
la formaciéon de una asociaciéon entre bajar de una plataforma con un estimulo aversivo,
como un choque eléctrico en las patas, estableciendo una memoria a largo plazo expresada
como una aumento en el tiempo de latencia para bajar de la plataforma el dia del test.

Las ratas fueron sometidas a un entrenamiento en el SDT.
El aparato de entrenamiento es una caja de plastico de 50
x 25 x 25 cm con una plataforma de 2,5 cm de alto y 7,0
cm de ancho, colocada a la izquierda de la caja de
entrenamiento. La base del aparato consiste en barras de
acero inoxidable en paralelo, con diametro de 0,1 cm,

espaciadas 1,0 cm una de la otra. Los animales fueron

colocados en la plataforma, y se midi6 el tiempo de

Prueba de Evitacion Inhibitoria:

latencia para bajar de la plataforma (en segundos), Descenso de una plataforma aislada

mediante la colocacion de las cuatro patas sobre la grilla.

MM%WSdedadGhuw



Materialesy métodos

En la sesion de entrenamiento, inmediatamente después de bajar del escalon, las
ratas recibieron un shock eléctrico en las patas de 0,4 mA, durante 2-s, y luego fueron
retiradas inmediatamente de la caja de entrenamiento y colocadas en sus cajas habituales.
El test de retencion de la memoria se llevo a cabo 24 h después del entrenamiento con el fin
de evaluar la memoria a largo plazo. Las sesiones de test fueron idénticas a las sesiones de
entrenamiento, a excepcion de que no se les administré un shock eléctrico. Se impuso un
limite méaximo de 180 s para las mediciones del dia del test. Un incremento en el tiempo de

latencia fue tomado como medida de retencion de la memoria (Figura 15).

Figura 15. Aprendizaje de evitacion
inhibitoria o SDT. Este entrenamiento dura
sélo unos segundos y genera una memoria
robusta cuya evocacion es dependiente del
hipocampo. Durante la sesion de entrenamiento,
la rata es colocada en la plataforma y la explora
por algunos segundos. Luego el animal desciende
a la grilla donde recibe un shock eléctrico
moderado en las patas. Durante la sesiéon de test
(en este trabajo 24 h después del entrenamiento),
el animal es colocado nuevamente sobre la

plataforma y se mide el tiempo que tarda en

descender a la grilla.

Dado que las variables del SDT no siguen una distribucion normal, ellas se
expresaron como mediana (con su rango intercuartil) y fueron analizadas mediante un test
no paramétrico (Mann—Whitney, Kruskal-Wallis o test de Scheirer-Ray-Hare, una
extension del test de Kruskal-Wallis, segiin corresponda). El test de Scheirer-Ray-Hare se
realizé en el Software “Analitica Predictiva” (version 19, SPSS Inc, Chicago, IL, EE.UU.) con
calculos adicionales y el uso de una tabla de Chi-cuadrado para determinar el valor de p. El
resto de los cdlculos estadisticos fueron realizados con el programa “Graphpad prisma 6”.
Se fij6 un nivel de significancia de a = 0.05 para estos datos. Se emplearon los tests post hoc

de Dunn o Mann-Whitney con correccion de Bonferroni.
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ELECTROFISIOLOGIA

Con el fin de evaluar si los cambios en la retenciéon de memoria inducida por la
administracion intrahipocampal de Gr podrian ser correlacionados con cambios en la
excitabilidad del DG hipocampal, algunos animales fueron sacrificados para realizar
experimentos electrofisiolégicos inmediatamente después de la sesion de test en step down
(24 h después del entrenamiento y administraciéon Gr). Para evitar variaciones provocadas
por los ritmos circadianos o factores de estrés no especificos, las ratas fueron sacrificadas
entre las 11:00 am y el mediodia (Teyler y Di Scenna 1987).

El hipocampo fue disecado, se obtuvieron rebanadas transversales de
aproximadamente 400 um de espesor, que se mantuvieron en una camara de
almacenamiento que contiene solucion de Krebs estandar (NaCl, 124.3 mM; KCI, 4.9 mM;
MgSO4 - 7H20, 1.3 mM; H2KPO4, 1.25 mM; HNaCO3, 25.6 mM; glucosa, 10.4 mM; CaClz2 -
2H,0, 2.3 mM; Sigma, Argentina) saturada con 95% de 02 y 5% CO2. Al comienzo de los
experimentos, una sola rebanada se colocé en una camara de registro (BSC-BU Harvard
Apparatus) perfundida con la solucién estandar de Krebs saturada con 95% de O2 y 5%
CO2. La velocidad de perfusion fue de 1,6 ml/min, y la temperatura de la solucién del bano
se mantuvo a 28 °C con un controlador de temperatura (TC-202A Harvard Aparatos). Los
potenciales de campo postsinapticos excitatorios (fEPSPs-del inglés- field Excitatory Post
Synaptic Potentials) fueron evocados con un electrodo de estimulacion colocado en el tracto
perforante (PP -del inglés- perforant pathway) y conectado a un generador de pulsos (A310
Accupulser-World Precision Instruments Inc., EE.UU.), y el electrodo de registro fue
colocado en la capa de células granulares del DG, y conectado a un amplificador que envié
las sefiales a un osciloscopio donde se observaron y registraron los fEPSPs generados
(Figura 16 A). Los fEPSP que respondieron a pulsos de 0.2 Hz (0.5 ms; 10 mA cada uno)
fueron medidos cada 5 min durante un periodo de 20 a 30 min de tiempo (para tomar el

registro basal). Sélo los cortes que mostraron una respuesta estable fueron incluidos. Una
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vez que no se observaron otros cambios en la amplitud de fEPSPs, se aplicaron uno de los

dos protocolos de estimulacién. Ambos protocolos se analizaron en cada animal.

En el primer protocolo (protocolo de estimulacion de frecuencia
variable), fueron empleados diferentes valores de frecuencias de estimulacion con el fin de
determinar el valor minimo para generar LTP (llamamos a esto el valor "umbral"). El
mismo, consistio en un tren de pulsos de 2 seqgundos de duracion (0.5 ms; 10 mA cada uno),
de frecuencia creciente (5-200 Hz), que fue otorgado al PP, por el generador de pulsos A310
accupulser (World Precision Instruments Inc.). Se considera que la LTP fue generada
cuando se produce un aumento en algin parametro del fEPSP superior al 30% con respecto
a los mismos parametros del fEPSP obtenidos previo al estimulo (basal), y que persiste
durante 60 min (Figura 16 B). Una vez que se generé LTP, ningiin otro estimulo fue
otorgado y se continué registrando el fEPSP a 0.2 Hz para evaluar la persistencia del
incremento observado en el fEPSP al menos durante una hora.

Diez minutos después de cada estimulo, a una determinada frecuencia se realizé un
nuevo registro de la sefial a 0.2 Hz. Si no se observa LTP 20 min después de una frecuencia
de estimulacién determinada, otra rebanada hipocampal se utilizé6 para probar un estimulo
del siguiente valor de frecuencia. Los resultados se expresaron como media del umbral (Hz)

+ el error estandar (ES) y se analizaron mediante ANOVA de una via.

Para el segundo protocolo, la LTP se generé mediante el paradigma clasico de
tetanizacion o protocolo de estimulacion supramaxima (HFS), que consiste en 3
trenes de pulsos de 0.5 ms y frecuencia de 100 Hz con una duraciéon de 2 segundos cada
uno. Dicho protocolo se utilizo con el objeto de demostrar si un estimulo de alta frecuencia
es capaz de generar LTP en todos los grupos experimentales y si existen variaciones en el
grado potenciacion de los fEPSP generados entre los distintos grupos experimentales.

Los resultados son expresados como porcentaje de cambio de amplitud del fEPSP

relacionado con el basal + ES y analizados por ANOVA de medidas repetidas (tiempo).
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Para ambos protocolos se estableci6 un nivel de significancia de a = 0.05, y se empled un

test post hoc de Student-Newman-Keuls.

A hipocampo B

fEPSP LTP

— Y/~ <«

Electrodo de

Electrodo de estimulacion
registro

Via perforante

(informacién Basal Post-Estimulo
desde la corteza

entorrinal)

CA3

Capa de células granulares

Zona subgranular

gyrus dentado

Figura 16. A Imagen que muestra la ubicacién de los electrodos en el corte de hipocampo de
cerebro de rata. El electrodo de estimulacion se coloca en el tracto perforante y el electrodo de
registro en el gyrus dentado. B A la izquierda, representaciéon de un fEPSP en estado basal, previo al
estimulo. A la derecha, la sefial representativa obtenida luego del estimulo, mostrando el incremento

respecto a la sefial basal que demuestra la potenciacién a largo plazo (LTP).

INMUNOHISTOQUIMICA

Veinticuatro horas después de la administracion de Gr, inmediatamente post-
entrenamiento, los animales se anestesiaron con hidrato de cloralal 16% (400 mg / kg i.p.)
y fueron perfundidos transcardiacamente con 250 ml de solucién salina (NaCl al 0,9%) y
heparina (200 ul / 1), seguido por 400 ml de paraformaldehido (PFA) al 4% en tampon
fosfato 0,1 M (PB; pH 7,4). Se extrajeron los cerebros y se mantuvieron durante una noche
en PFA y luego se almacenaron a 4 ° C en PB que contiene 30% de sucrosa. Se cortaron
secciones coronales de 40 um usando un criostato (Leica CM15105) y se recogieron en
solucion salina tamponada con fosfato (PBS) a 0,01 M. Se colocaron en una mezcla de 10%
H202 y 10% de metanol hasta que las burbujas de oxigeno cesaron. Las muestras se
incubaron en una mezcla de 10% suero de caballo normal (NHS; GIBCO, Auckland, NZ),

0,1% Triton X-100 (Fluka Analytical) en PBS a 0,01 M y 1% de albumina de suero bovino
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(BSA; FEDESA S.A) durante 2 h para bloquear los sitios de uniéon no especificos. Luego, las
secciones flotantes se incubaron durante 48 horas, a 4 ° C, con un anticuerpo policlonal de
conejo anti-NMDAR2B (AB1557P, Millipore), diluido 1:500 en PBS que contenia 1% NHS,
1% de BSA, y 0,1% de Triton X-100. Las secciones luego se enjuagaron con PBS a 0,01 M y
se incubaron con un anticuerpo secundario universal marcado con biotina (diluido 1: 1000
en 1% NHS-PBS) y complejo avidina-biotina-peroxidasa (diluido 1: 200 en 1% NHS-PBS;
Vector Laboratories, Burlingame, CA) durante 2 h cada uno a temperatura ambiente. La
marca de la peroxidasa se detecté con clorhidrato de diaminobencidina (Sigma Chemical
Co.); la solucion fue intensificada con 1% de cloruro de cobalto y 1% sulfato de niquel. Este
método produce una reaccién nuclear gris oscuro. Por tiltimo, las secciones flotantes fueron
montadas sobre portaobjetos gelatinizados, secadas al aire libre durante una noche,
deshidratados, aclarados con xileno, y se coloca bajo un cubreobjetos con medio de montaje
DPX para histologia (Fluka Analytical). DPX para histologia es una mezcla de distyrene, un
plastificante, y xileno, que se utiliza como una resina de montaje sintética que reemplaza

xileno-bdlsamo de Canadd. DPX seca de forma rapida y preserva la tincion.

CUANTIFICACION DE CELULAS INMUNOREACTIVAS-NR2B

Las imagenes que contienen células inmunorreactivas-NR2B (NR2B-IR) se
obtuvieron mediante el uso de un sistema computarizado que incluye un microscopio Leica
DM 4000 B equipado con una camara digital Leica DFC unido a un dispositivo de aumento
de contraste. Se identificaron las células NR2B-IR dentro de la regién dorsal CA1 y DG del
hipocampo (correspondiente a las laminas con una distancia de -3,14 a -3,60 mm del
Bregma) de acuerdo con el atlas de Paxinos y Watson (2009).

En el area CA1, solo las células piramidales fueron cuantificadas; en DG se contaron
las células polimorficas. Se capturaron imagenes bilaterales para cada area del hipocampo,
un total de cuatro imdgenes por animal para cada grupo. El recuento de NR2B-IR se

realizé utilizando el software Image J del Instituto Nacionale de Salud (NIH), teniendo en
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cuenta un area de 0,09 mmz2 (correspondiente a un aumento de 400X). El valor obtenido
por animal fue el promedio de las células positivas en las cuatro imagenes. El recuento de
células NR2B-IR se realizé a ciego en todos los grupos experimentales. Los resultados se
expresaron como la media + ES. Las NR2B-IR se analizaron mediante ANOVA de una via.
Cuando el ANOVA indicé efectos significativos (p <0.05), se empled el test post hoc

Newman-Keuls.

ESTUDIOS DE LIBERACION DE SEROTONINA EN HIPOCAMPO POR

SUPERFUSION

Drogas y procedimiento de infusion
Gr o fluido cerebroespinal artificial (FCEA) fueron infundidos bilateralmente o

adicionados directamente al medio de superfusion.

Superfusion

Para realizar el estudio de liberacion de estos neurotransmisores se realizaron
experimentos de superfusion dinamica, utilizando cortes sagitales de hipocampo
provenientes de los distintos grupos experimentales. Las ratas fueron decapitadas, el
cerebro extraido rapidamente trabajando siempre en frio. Se disecé el hipocampo, y se
corté en rebanadas de 240um usando “Mclllwain tissue chopper”, resuspendidos en tubos
de plastico cerrados, conteniendo 5ml de solucion buffer Krebs Ringer (KRB) modificado
(KRB: 118.6 mM NaCl, 4.75 mM KCI, 2.5 mM Ca&, 1.2 mM KH2Po4, 1.2 mM MgSo4, 1.2
mM NaHCo3, 5.5 mM dextrosa y 0.06 mM acido ascorbico, pH 7.4, saturado con
carbogeno, 95% 0./5% CO.). Los hipocampos asi resuspendidos, fueron incubados a barno
Maria en agitador metabélico Dubnoff a 37°C por 30 minutos, para estabilizar el tejido.
Luego de la incubacioén, se descarté el sobrenadante y se agregé a cada tubo 2 ml de KRB
saturado con carbégeno, conteniendo 2 ul de neurotransmisor tritiado [371-5HT, y se incubo

nuevamente por 30 minutos, en las mismas condiciones antes detalladas. En esta etapa los
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terminales nerviosos especificos se cargan de neurotransmisor tritiado que se incorpora a
las vesiculas sinapticas. Posteriormente el sobrenadante fue descartado y los cortes
transferidos a camaras especiales de superfusion donde se les realizo un lavado por 30
minutos perfundiendo cada tejido desde la parte superior de la camara, con KRB a un flujo
de 0.7 ml/min con gaseo constante, y recolectando el liquido resultante en la parte inferior
para ser desechado. Este lavado se realizdé con el objeto de eliminar el neurotransmisor
tritiado que no fuera incorporado a los tejidos (‘binding’ no especifico). Cinco minutos antes
de comenzar la recoleccion de las fracciones, los cortes se superfundieron con buffer de
trabajo. El experimento de superfusion comenzoé con la toma de fracciones recolectando el
liquido resultante en la parte inferior de las camaras, con un colector automatico de
muestras.

Gr (0.3 or 3 nmol/ul) fue adicionada desde el comienzo de la recoleccion de las
fracciones a través de una bomba peristaltica y mantenida hasta el final del experimento a
un flujo constantes de 2 ul/min. Los tejidos utilizados como controles fueron superfundidos
adicionando FCEA en lugar de Gr. En las muestras donde Gr o FCEA fueron administrados
intrahipocampalmente 24 hs antes del experimento de superfusiéon, este paso no es
realizado.

Se tomaron en total 13 fracciones cada una de las cuales tuvo un volumen de 1.75 ml
(correspondientes a 2.5 min de superfusiéon). Se tomaron cinco fracciones iniciales de 2.5
min cada una, que en conjunto se considera que pertenecen al “periodo de liberaciéon basal”
del neurotransmisor tritiado. Durante este periodo los tejidos fueron superfundidos con
KRB solo. Posteriormente se colectaron 3 fracciones en las que se superfundio con KCI 28
mM disuelto en KRB para estimular la liberacion del contenido de [3HI5HT de las vesiculas
sinapticas. En conjunto se considera que estas fracciones pertenecen al periodo de
“liberacion evocada por K+*” del neurotransmisor tritiado. Finalmente se colectaron 4
fracciones en las que los cortes de hipocampo fueron superfundidos con el mismo KRB. En
conjunto estas fracciones se considera que pertenecen al “periodo de liberacion post-

estimulacion”. Cada fraccion (1-13) obtenida de la superfusion de cada tejido fue colectada
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en tubos plasticos y guardada en heladera a 4°C hasta la posterior medicion de la
radioactividad en un contador de centelleo liquido (Figura 17). Para poder cuantificar la
radioactividad remanente en el tejido, al final de cada experimento de superfusion, los
fragmentos de hipocampo se removieron de las camaras, se homogenizaron en 2 ml de
acido perclorico 0.2 M y se disgregaron por sonicacion de manera que se obtuvieron los

homogenatos de tejido que fueron también guardados en heladera a 4°C hasta posterior

medicién de la radiactividad en un contador de centelleo.
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Figura 17. Esquema de superfusion. Representa los pasos sequidos para la superfusion

de tejido para medir la liberacién del neurotransmisor tritiado.
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Cuantificacion del neurotransmisor tritiado liberado

Alicuotas de 0,5 ml de cada fraccion colectada y del homogenato de los fragmentos
de hipocampo, fueron mezcladas con liquido de centelleo para medir la radioactividad en
un contador de emisiones beta. Para cada fraccion, se calcularon los porcentajes (%) de
liberaciéon de neurotransmisor, calculados como la cantidad de radiactividad liberada (en
cuentas por minuto—cpm) con respecto a la cantidad de radioactividad (en cpm) remanente
en el tejido. Los resultados obtenidos en los diferentes grupos se expresaron como “% de
liberacion de [3HI-5HT evocada por K*” que fueron calculados como la diferencia entre los %
de liberacion de [3HI-neurotransmisor del “periodo de liberacion evocada por K+ 28 mM”
(promedio de las fracciones N° 6; 7 y 8) y los % de liberacion de neurotransmisor del
“periodo de liberacion basal” (promedio de las fracciones N° 3; 4 y 5, considerado como el
100%). Para el andlisis de los perfiles de liberacion los resultados graficados fueron los
respectivos porcentajes de liberacion de neurotransmisor tritiado. Finalmente para las
comparaciones entre los valores de liberacion basal, estos valores fueron calculados como
el promedio de los valores de % de liberacion obtenidos en las fracciones N° 3; 4y 5.

Dado que las variables del SDT y los porcentajes de liberacion [3HI-5HT no siguen
una distribucion normal, ellas se expresaron como mediana (con su rango intercuartil) y
fueron analizadas mediante ANOVA de una via no paramétrico (Prueba de Kruskal-
Wallis). Cuando el ANOVA indicé efectos significativos (p<0.01), se empleé el test post hoc

de Dunn.
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Objetivo especifico I.
Determinar si el efecto potenciador de Gr sobre la retencion de la memoria
implica la modulacion del proceso de consolidacion: ventana temporal de

dicho efecto.

Resultados previos de nuestro laboratorio demostraron que Gr aumenta la
retenciéon de la memoria cuando es infundida en el drea CA1 de hipocampo dorsal,
inmediatamente después del entrenamiento en el SDT y evaluada 24 h después (Carlini et
al. 2002, 2004). Ademas, se observé que Gr podria estar modulando eventos celulares y/o
moleculares de senalizacion implicados en la adquisicién y/o consolidacién de la memoria,
pero no en la evocacion de la misma (Carlini VP et al. 2010 a).

En consecuencia, este primer grupo de experimentos fue disefiado con el fin de
investigar si el efecto modulador de Gr es actuando especificamente sobre el proceso de
consolidacion de la memoria. Para tal fin se determiné la posible existencia de una ventana

temporal para el efecto potenciador de Gr sobre la memoria evaluada en el SDT.

Diseito experimental: Los animales fueron canulados y 7 dias después de la
cirugia se entrenaron en el SDT. Posteriormente fueron infundidos bilateralmente en el
area CA1 de hipocampo dorsal con salina o Gr (3 nmol/ul) a distintos tiempos (0, 15 0 60

min). La retenciéon de la memoria fue evaluada 24 h después (test) (Figura 18).
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Figura 18. Efecto de Gr administrada a distintos tiempos después del entrenamiento en
el SDT. Las ratas fueron entrenadas en el SDT 7 dias después de la cirugia. Las mismas fueron
infundidas bilateralmente en el area CA1 del hipocampo dorsal con salina o Grelina (3 nmol/ul) a
distintos tiempos después del entrenamiento. El tiempo de latencia fue medido 24 h después
evaluando la memoria a largo plazo. Los resultados son expresados como mediana del tiempo de
latencia con su respectivo rango intercuartil. N=8-10 animales/grupo. * p<0.01, diferencias
significativas con el respectivo grupo control (salina).

Los animales que recibieron Gr inmediatamente después del entrenamiento

mostraron un incremento en el tiempo de latencia (indicativo de un incremento en la

retencion de la memoria) cuando se los comparé con los del grupo salina. Ese efecto no se

evidencié cuando Gr fue administrada a los 15 6 60 min post-entrenamiento (Figura 18). El

ANOVA de dos vias no paramétrico indicoé un efecto significativo del tratamiento (salina o

Gr) [H(1)=13.23 p<0.001], del tiempo de inyeccion [H(1)=8,3 p<o0.01] y de la interaccion

entre estas variables [H(1)=6,13 p<0.05]. El andlisis post hoc de Dunn revelé un aumento

significativo en el tiempo de latencia de los animales infundidos con Gr inmediatamente

post-entrenamiento (0 min) en relacién a sus correspondientes controles, mientras que el

tiempo de latencia del grupo salina y los grupos Gr infundidos 15 6 60 min fue similar.

Estos resultados indican que Gr podria estar modificando el proceso de consolidaciéon de la
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memoria evaluada en el SDT regulando los primeros procesos y/o componentes de la

cadena bioquimica de la memoria que se activan minutos después del entrenamiento.

Posteriormente y con el proposito de determinar si la potenciacion de la retenciéon de
la memoria en el SDT inducida por la administracion de Gr post-entrenamiento es debida a

un efecto aversivo del péptido “per se” se realizaron los siguientes experimentos..

Diseito experimental: los animales fueron canulados en el drea CA1 del
hipocampo dorsal. Luego de su recuperacion, se dividieron en diferentes grupos: shock y no
shock. Los animales del grupo shock fueron sometidos a un entrenamiento en el aparato de
SDT e inmediatamente después infundidos con Gr (3 nmol/ul) o salina (Grelina shock y
control shock). El grupo no shock fue expuesto a la caja de SDT pero no recibié el shock
eléctrico; inmediatamente después de descender de la plataforma fueron sacados de la caja
de entrenamiento e infundidos con Gr o salina (Grelina no shock y control no shock). La
retencion de la memoria fue evaluada 24 h después (test) (Figura 19).

infusiones

Entrenamiento >

24 hs

shock no shock

188 @ Control

150+ Bl Grelina
120

=

Shock No shock

Tiempo de latencia (s)

Figura 19. Efecto de Gr sobre la retenciéon de la memoria evaluada en el SDT, con la
administracion durante el entrenamiento del shock eléctrico (grupos shock) o sin la
administracion del mismo (grupos no shock). 7dias después de la cirugia los animales fueron
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entrenados (grupos shock) en el SDT o solo expuestos a la caja (grupos no shock) e inmediatamente
después infundidos bilateralmente en el Grea CA1 del hipocampo dorsal con salina o Grelina (3
nmol/ul). El tiempo de latencia fue medido 24 h después evaluando la memoria a largo plazo. Los
resultados son expresados como mediana del tiempo de latencia con su respectivo rango intercuartil.
N=8-10 animales/grupo. * p<o0.01, diferencias significativas con el respectivo grupo control shock, &
diferencias significativas con respecto a Gr shock.

El tiempo de latencia de los animales infundidos con Gr sin la administraciéon del
shock eléctrico durante el entrenamiento (grupo Gr no shock) fue similar a los del grupo
control no shock (Figura 19). El andlisis estadistico (ANOVA de dos vias no paramétrico)
revel6 un efecto significativo del tratamiento (shock o no shock) [H)=20.60, p<0.001]. Se
realiz6 un test post hoc de Mann-Whitney con correcciéon de Bonferroni, el cual arrojo
diferencias significativas entre los grupos control shock y no shock y los grupos Gr shock y
no shock. Esto indicaria que no hay expresion de la memoria por la mera administracion
del péptido. El fenomeno bajo andalisis solo se expresa cuando interviene un estimulo

aversivo que el animal deba recordar.

Objetivo especifico II.
Investigar si los efectos inducidos por el péptido sobre la retencion de la
memoria y sobre la plasticidad sinaptica son dependientes de la activacion de

su receptor especifico (GHS-Ria).

Con el fin de determinar si los efectos de Gr sobre el comportamiento y sobre los
parametros electrofisiolégicos observados previamente fueron mediados por la activacion
directa del receptor de Gr (GHS-R1a) en hipocampo, se administré un antagonista selectivo
del GHS-Ria, D-Lys3-GHRP-6, previo a la infusion de Gr, inmediatamente después del

entrenamiento en el SDT.

Diseito experimental: 7 dias después de la implantacion de las canulas, los
animales fueron entrenados en el SDT e inmediatamente después, previo a la infusién de Gr

(3 nmol/ul) o salina, se administré D-Lys3-GHRP-6 (6 nmol/ul) o salina. Todas las

MM%WSoledwd/Gherﬂ?




Resultndos

infusiones fueron realizadas bilateralmente en la region CA1 del hipocampo dorsal. La
retencion de la memoria fue evaluada 24 h después. Luego los animales fueron sacrificados,
se disecé el hipocampo y se utilizaron las rebanadas de cada grupo experimental para
realizar los procedimientos electrofisiologicos. Los grupos experimentales fueron:
salina+salina, salina+Gr, D-Lys3-GHRP-6+salina y D-Lys3-GHRP-6+Gr.
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Figura 20. Efecto de la administracion del antagonista del GHS-R1a sobre la

Jacilitacion de la retencion de la memoria inducida por Gr en el SDT. 7 dias después de la
cirugia los animales fueron entrenados en el SDT y las drogas fueron infundidas inmediatamente

después del entrenamiento, en el area CA1 del hipocampo dorsal, D-Lys3-GHRP-6 (6 nmol/ul) se
infundié 5 minutos antes de Gr (3 nmol/ul). El tiempo de latencia fue medido 24 h después. Grupos

experimentales: salina+salina, salina+Gr, D-Lys3-GHRP-6+salina y D-Lys3-GHRP-6+Gr. Los

resultados son expresados como mediana del tiempo de latencia con su respectivo rango intercuartil.
N=8-10 animales/grupo. * p<o0.01, diferencias significativas con el respectivo grupo control (salina).

La administracion intrahipocampal de Gr inmediatamente después del
entrenamiento (grupo salina+Gr) produce un aumento en el tiempo de latencia comparado
con el grupo salina+salina en el paradigma de comportamiento SDT. Cuando se
administré el antagonista D-Lys3-GHRP-6 antes de Gr (grupo D-Lys3-GHRP- 6+Gr), no se
encontraron diferencias en el tiempo de latencia en comparaciéon con el grupo
salina+salina. La administracion del antagonista solo (grupo D-Lys3-GHRP-6+salina) no

modifica el comportamiento de los animales en relaciéon con el grupo salina+salina (Figura
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20). El andalisis estadistico (ANOVA de dos vias no paramétrico) del tiempo de latencia
durante el test, mostré una interaccion significativa entre los grupos salina o D-Lys3-
GHRP-6 vs. salina o Gr (H () = 9.1; p <0.01), revelando que la pre-administracion del
antagonista selectivo del receptor de Gr, previene la facilitacion de la memoria inducida
por el péptido.

Con el fin de determinar si la facilitacion de la LTP inducida por Gr también
depende de la activacién de GHS-R1a, se analizaron diferencias en el grado de excitabilidad
en las rebanadas de hipocampo de los grupos salina+salina, D-Lys3-GHRP-6+salina,
salina+Gr, y D-Lys3-GHRP-6+Gr, observando los valores de frecuencia ("umbral”) en
Hertz (Hz) necesarios para inducir LTP en DG hipocampal (Figura 21).
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Figura 21. Cambios en parametros electrofisioléogicos en rebanadas de hipocampo
luego de la administracion de Gr y del antagonista del GHS-R1a.
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A Imagen de un corte de hipocampo que indica la posicion de los electrodos de estimulaciéon y de
registro. B Representaciéon de como se toman las medidas en un registro tipico de potencial
postsinaptico excitatorio de campo (EPSP) obtenido en DG del hipocampo, antes y después de la
aplicacién del tétano. C grafico de barras que muestra el umbral para generar LTP en rebanadas de
hipocampo de animales previamente infundidos en CA1 con los diferentes tratamientos y sometidos
al SDT 7 dias después de la cirugia. * Significativamente diferente de los animales control. Las
barras indican medias del umbral (Hz) y las lineas verticales + ES. D Ejemplos de trazas de EPSP
para los diferentes grupos antes (linea continua) y después (linea punteada) del tétano efectivo. N =
5-6 animales / grupo. * p <0.05, significativamente diferente en comparacion con el grupo salina.

Como puede verse en estos experimentos electrofisiologicos (Figura 21 C), y de
acuerdo con los hallazgos anteriores del laboratorio, una reduccién significativa en el
umbral (Hz) para generar LTP se observé en las rebanadas de hipocampo de animales
previamente infundidos con salina+Gr en comparacion con aquellos infundidos con
salina+salina (salina+Gr= 7 + 1 Hz vs. salina+salina= 103 + 6 Hz) sugiriendo que la
excitabilidad del tejido es mayor en presencia del péptido. Cuando Gr se infundié en
animales pretratados con el antagonista de su receptor, D-Lys3- GHRP-6, no se observé la
disminucion en el umbral anteriormente descripto, indicando que la mejora en la
plasticidad sindptica hipocampal inducida por el péptido es mediada por la activacion del
GHS-R1a (D-Lys3- GHRP-6+Gr= 85 + 5 Hz vs. salina+salina= 103 + 6 Hz). El ANOVA de
una via indico que el efecto fue significativo para el tratamiento F (3,17) = 34.9, p <0,05. El
andlisis post hoc de Newman Keuls mostré que el antagonista del receptor de Gr no
modifica por st mismo el umbral para generar LTP, ya que los valores de umbral obtenidos
a partir del grupo tratado solo con el antagonista selectivo (D-Lys3-GHRP-6+salina)
fueron similares a los del grupo de salina+salina (D-Lys3-GHRP-6+salina= 95 + 13 Hz vs.
salina+salina= 103 + 6 Hz) (Figura 21 C).

En otra serie de experimentos, se estudio en las rebanadas de hipocampo de los
diferentes grupos, la respuesta de la estimulacion con el paradigma clasico de tetanizacion
(100 Hz). En todos los grupos, la LTP fue generada y no se observaron diferencias en la

magnitud de la misma (datos no mostrados).
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En los experimentos electrofisiolégicos descriptos hasta el momento, se utilizaron
cortes de hipocampo provenientes de animales que habian sido expuestos al paradigma de
comportamiento. Con el fin de descartar el efecto del entrenamiento y visualizar los efectos
propios del péptido sobre los parametros electrofisiolégicos, valoramos el umbral para
generar LTP en animales tratados con salina o Gr, pero sin ser expuestos al SDT. Los
animales fueron infundidos y sacrificados 24 h después para la realizaciéon de la LTP,
respetando los mismos tiempos utilizados en el entrenamiento en SDT, infusion de drogas,

test y sacrificio (Figura 22).
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Figura 22. Efecto de Gr sobre el umbral para generar LTP 24 h después de la infusion
de la misma en hipocampo, sin la realizaciéon del paradigma de comportamiento. Las
ratas fueron infundidas en el Grea CA1 del hipocampo dorsal 7 dias después de la cirugia y luego de
24 h fueron sacrificadas para llevar a cabo la electrofisiologia. N=4-5 animales/grupo. * p<0.05,
diferencias significativas con el respectivo grupo control (salina sin SDT).

El umbral para generar LTP en rebanadas de hipocampo provenientes de animales
infundidos 24 h antes con Gr y sin ser expuestos al SDT, es mucho menor en relacion a su
respectivo grupo control (salina sin SDT) (Figrua 22), al igual que ocurre con los animales
tratados con Gr y sometidos a un entrenamiento en el SDT (ver Figura 21). (Gr sin SDT=
17+4 Hz; Salina sin SDT= 93+17 Hz). El andalisis de t de Student del umbral para generar

LTP mostré un efecto significativo del tratamiento (t=5.40, df=6, p <0.0017).
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Objetivo especifico III.

Determinar el efecto de Gr sobre la liberacion de Glutamato endoégeno evocado

por 4-AP a partir de sinaptosomas hipocampales.

El glutamato es el principal neurotransmisor excitatorio del SNC y esta implicado en

la transmisiéon sinaptica rdpida y en procesos de aprendizaje, memoria y plasticidad

neural.

Con el fin de explorar si los efectos Gr estan relacionados con la liberacién

presinaptica de glutamato, se utilizé la liberacion del neurotransmisor evocado con 4-AP a

partir de sinaptosomas hipocampales.

A

nmol glutamato/mg proteina

— Gr3nM
— Control

150-
125+
100+

(% control)
\l
s

evocado por 4-AP
a
b

Liberacion de Glu

N
(3}
1

o

56 7
Tiempo (min)

8 9 10 11 12 13 14 15

S
- S )
& ) i)
© 0«“" ()

Figura 23. Efecto de Gr sobre la liberaciéon de glutamato endégeno evocado por 4-AP a
partir de sinaptosomas de hipocampo. A Registro representativo de la cinética de liberaciéon
de glutamato durante 15 min, en condiciones controles (trazado bordd) y con la adicién de Gr 3 nM
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(trazado fucsia). B Las barras representan la liberaciéon de glutamato inducido por Gr con diferentes
dosis del péptido. Los resultados son expresados como porcentaje liberado, considerando al control
como 100% (linea cortada) y la media + ES fue obtenida de 4 experimentos independientes
realizados por triplicado. * Valor que es significativamente mayor que la condicion control (sin Gr),
determinado por ANOVA de una via, seguido por un andalisis post hoc prueba t para comparaciones
con un valor teérico (100) (p<0.05).

El registro representativo de la liberacion de glutamato durante el periodo
experimental en ausencia (control) o presencia de Gr (3 nM), muestra que el péptido induce
un aumento en la liberacién a lo largo de todo el periodo de registro cuando se compara con
el grupo control (Figura 23 A).

Gr incrementa la liberacion de glutamato, de manera dependiente de la dosis,
alcanzando un mdximo a concentraciones de 3 y 300 nM (aproximadamente 30% superior
con respecto a los valores del control) y produce una disminucién significativa en la
liberacion de glutamato en la dosis mas alta (30 M) comparado con su respectivo grupo
control (Figura 23 B). La administracion de diferentes dosis del péptido sobre la liberacion
de glutamato mostré un aumento significativo a concentraciones de Gr de 0.03, 3, Yy 300
nM. El porcentaje de liberacion de glutamato fue de 114.3 + 5.5, 128.0 + 4.1y 130.8 + 4.7 %,
respectivamente. El ANOVA de una via indicé que el efecto fue significativo para el

tratamiento F (4, 12) = 18.15, p < 0.0001.
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Figura 24. Los resultados representan los valores obtenidos al integrar el area bajo la
curva de liberacion (entre los 0 y 10 min). El area del control es considerada como 100%
(linea cortada). Los valores se expresan como la media + ES y fueron obtenidos de 4 experimentos
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independientes realizados por triplicado. * Valor que es significativamente mayor que la condicion
control (sin Gr), determinado por ANOVA de una via, seguido por un analisis post hoc prueba t para
comparaciones con un valor teérico (100) (p<0.05). (p<0.05).

Los mismos resultados fueron procesados también analizando el area bajo la curva
(AUC), la cual representa el total de glutamato liberado durante 10 min del experimento,
observandose un aumento significativo en la liberacion del neurotransmisor para Gr 0.03,
3, Yy 300 nM (113+ 5.3, 119 £ 3.9 Yy 121 + 2.3 %, respectivamente) en comparacion con el
grupo control (100%). El ANOVA de una via indicé que el efecto fue significativo para el
tratamiento [F (4, 12) = 18.19, p < 0.0001] (Figura 24). Estos valores son similares a los
analizados anteriormente (Figura 23 B). Estos resultados sugieren que Gr no solo tiene un
papel modulador en la regulacion de la transmision sindptica excitatoria, sino que también

apoya la hipétesis de que Gr podria actuar a nivel presinaptico.

Objetivo especifico IV.
Imvestigar el efecto de la administracion del péptido sobre la expresion de la
subunidad NR2B de los RNMDA, y sobre los efectos conductuales y
electrofisiologicos en animales pretratados con un antagonista de la

subunidad NR2B, Ro 25-6981.

A) Impacto de la administracion intrahipocampal de Gr en el niumero de

células inmunorreactivas-NR2B.

El glutamato liberado de las terminales presindpticas difunde y se une a sus
receptores especificos en la postsinapsis. La subunidad NR2B del RNMDA es critica para la
facilitacion de la memoria y la inducciéon de LTP, en consecuencia, evaluamos por IHQ si la
expresion de la subunidad NR2B en hipocampo se modifica después de la administracién de

Gr.
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Diseito experimental: 7 dias después de la implantacion de canulas en hipocampo
dorsal, los animales fueron entrenados en el SDT, e inmediatamente después recibieron la
infusion bilateral en el area CA1 de Gr o salina. 24 h después se sacrificaron, se obtuvieron
los cortes coronales de hipocampo dorsal y la inmunorreactividad para en las areas CA1 y
DG fue determinada. Los grupos experimentales fueron: naive (animales sin cirugia,
infusién ni entrenamiento), control (animales entrenados en SDT e infundidos con salina),
Gr (animales entrenados en SDT e infundidos con Gr) y control negativo (rebanadas de

hipocampo sin el agregado del anticuerpo primario en el procesamiento

inmunohistoquimico).
A B
Bregma -3,14 mm
Bregma -3.30 mm
C

Bregma -3.60 mm
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Figura 25. Expresion de las subunidades NR2B después del tratamiento con Gr en
hipocampo. A Dibujos esquematicos de las secciones coronales de cerebro de rata (de acuerdo con
el atlas de Paxinosy Watson) que indican la localizacion de la canula en el area CA1 del hipocampo
dorsal. Seindicé en cada dibujo los milimetros por delante del bregma. 7 dias después de la cirugia

de implantacién bilateral de las canulas, se realizo el entrenamiento en la caja de step down,
inmediatamente después Gr o salina fueron infundidas. 24 h post-entrenamiento se sacrificaron los
animales, se obtuvieron los cortes de hipocampo, y la inmunorreactividad para células positivas
NR2B en las areas CA1 y DG fue determinada. B Fotomicrografia que muestra la posicion de la
canula; solamente se representa el lado de la inyeccion de un hemisferio. C Fotomicrografia con
escala = 100 micras (um). D Fotomicrografia y grafico de barras que muestra la
inmunorreactividad de células positivas NR2B en rebanadas de animales controles y tratados con Gr
en dos areas diferentes del hipocampo (CA1 y DG). Grupos experimentales: naive (animales sin
cirugia, infusién ni entrenamiento), control (animales entrenados en SDT e infundidos con salina),
Gr (animales entrenados en SDT e infundidos con Grelina) y control negativo (rebanadas de
hipocampo sin el agregado del anticuerpo primario). N = 4 animales / grupo. * P <0.05, diferencias
significativas relacionadas con el grupo control.
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Los animales entrenados en el SDT e infundidos inmediatamente con Gr (grupo Gr)
presentaron un aumento en el niimero de células NR2B-IR en las areas hipocampales CA1 y
DG en comparacién con el grupo control y naive (Grca;= 171 £ 2 vs. controlca;= 139 + 6 vs
naiveca;= 149 + 7; Grpg= 52 + 3 vs. controlps= 37 + 3 vs. naivepc= 38 + 5) (Figura 25 D). El
grupo naive se incluyo con el fin de descartar el hecho de que los cambios en el niimero de
células NR2B-IR fueran consecuencia del procedimiento experimental (cirugia y/o
entrenamiento en el SDT). El ANOVA de una via indic6 un efecto significativo del
tratamiento (Fca; (2, 8= 11.6, p<0.01; Fpg (2, 8= 7,4; P <0,05). Los resultados del andlisis post
hoc de Newman Keuls revelaron que existe un aumento significativo en el numero de células
NR2B-IR en CA1 y DG de animales tratados con Gr comparados con sus respectivos
controles, y que no hay diferencias significativas entre los grupos naive y control en el
niimero de estas células, lo que indica que la expresion basal de la subunidad NR2B no se
vio afectada por el procedimiento experimental. Por lo tanto, el aumento del nimero de
células NR2B-IR inducido por Gr podria relacionarse con la facilitacion de la memoria

observada con su administracion.

B) Efectos de la administracion intrahipocampal de Gr en animales

pretratados con Ro 25-6981.

Con el fin de agregar informacion funcional sobre la participaciéon de la subunidad
NR2B del RNMDA en los efectos de Gr, en esta serie de experimentos se estudiaron los
efectos comportamentales y electrofisiologicos del péptido (3 nmol/ul) en animales
previamente infundidos con el antagonista especifico de la subunidad NR2B, Ro 25-6981, 5
ug/ul (esta dosis del antagonista fue elegida porque es capaz de inhibir la expresion de la

retencion de la memoria en el SDT asi como la induccion de la LTP).
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Diseito experimental: Las ratas fueron entrenadas en el SDT 7 dias después de la
cirugia de implantaciéon de canulas. La infusion de las drogas se realizo inmediatamente
después del entrenamiento [Ro 25-6981 (5 ug/ul) se infundié 5 minutos antes de Gr (3
nmol/ul)]; 24 h post-entrenamiento, se evalué la retencion de la memoria en el SDT. Luego
los animales fueron sacrificados, se diseco el hipocampo y se utilizaron las rebanadas de
cada grupo experimental para realizar los procedimientos electrofisiolégicos. Los grupos

experimentales fueron: salina+salina, salina+ Gr, Ro 25-6981+salina y Ro 25-6981+Gr-.

infusiones

| Entrenamiento = an >
S

* :
180- B Salina

@@ Grelina
1504

1204

904 &t

Tiempo de latencia (s)

Salina Ro 25-6981

Figura 26. Efecto de Gr y Ro-25-6981 sobre la retencion de la memoria en SDT. Las ratas

fueron entrenadas en el SDT 7 dias después de la cirugia. Gr (3 nmol/ul) se infundié inmediatamente

después del entrenamiento; Ro 25-6981 (5 g /ul) se infundié 5 minutos antes de Gr. 24 h después, los

animales fueron testeados en el SDT y se evalué la retencién de la memoria. Los datos se expresan

como la mediana con su rango intercuartil. N= 10-12 / grupo. * P <0.01, significativamente diferente

del vehiculo solo (salina); # P <0.01, significativamente diferente de las ratas tratadas con Gr; & p
<0.01, significativamente diferente de ratas tratadas con Ro 25-6981.
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La retencion de la memoria se analizo midiendo el tiempo de latencia en los
diferentes grupos experimentales (Figura 26). La infusion de Gr 3 nmol/ul (grupo
salina+Gr) aumentoé el tiempo de latencia en el SDT, tal como se ha descripto anteriormente
en la Figura 18. El andlisis estadistico (ANOVA de dos vias no paramétrico) del tiempo de
latencia durante el test, mostré un efecto significativo del pre-tratamiento (salina o Ro 25-
6981) H (1) = 6,12; p<0.05 y del tratamiento (salina o Gr) (H () =19.73; p <0.001).

El analisis post hoc de Mann-Whitney con correccion de Bonferroni revelé que la
infusién previa del antagonista (grupo Ro 25-6981+salina), disminuyé significativamente
el tiempo de latencia en el SDT en relacion con el grupo control (salina+salina), lo que
indica un deterioro en la retencion de la memoria inducida por la administracion del
antagonista.

Sin embargo, cuando Gr se infundié en animales tratados previamente con Ro 25-
6981 (grupo Ro 25-6981+Gr), los valores obtenidos para el tiempo de latencia fueron
similares a los del grupo control, y a su vez significativamente mas bajos que los del grupo
salina+Gr, lo que sugiere que Gr fue capaz de revertir el efecto deletéreo del antagonista

sobre la retencion de la memoria.

En los experimentos electrofisiologicos, se analizaron las posibles diferencias
en la induccion de LTP utilizando el paradigma de tetanizaciéon clasica o de estimulacion
supramaxima. Se comparé la amplitud de los EPSP con los EPSP basales expresado como
porcentaje (% EPSP), en los diferentes grupos experimentales, después de una estimulaciéon

de alta frecuencia (HFS) (Figura 27 A).
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Figura 27. Efectos de Gr y Ro-25-6981 sobre parametros electraofisiologicos.

A Porcentaje de aumento en los EPSP con respecto al basal en los diferentes tratamientos. *
Significativamente diferente del EPSP basal de los grupos salina, Gr y Gr+Ro 25-981. Las barras
indican la media del umbral (Hz) y las lineas verticales + ES. (HFS: estimulacion de alta frecuencia).
B Grdfico de barra que muestra el umbral para generar LTP en rebanadas de hipocampo de ratas
sometidas a los diferentes tratamientos. Las barras representan las medias + ES. *
Significativamente diferente de los animales del grupo salina. C Ejemplos de trazas de EPSP para los
diferentes grupos antes (linea continua) y después (linea punteada) del tétano. N = 6/grupo. *p

<0.05, significativamente diferente en comparacién con el grupo salina.
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Las rebanadas provenientes de ratas pre-tratadas con Ro 25-6981+salina
presentaron una falla en la inducciéon de LTP y diferencias significativas respecto a los
grupos salina+salina, salina+Gr, y Ro 25-6981+Gr (Figura 27 A) (F (s, 22) = 4.98; p <0.05).
El test post hoc de Newman Keuls no revel6 diferencias en el porcentaje de EPSP entre los
grupos salina+salina, salina+Gr y Ro 25-6981+Gr.

Teniendo en cuenta que la generacion de LTP fue afectada en el grupo Ro 25-
6981+salina y no se observaron diferencias en el grado de potenciacion de los EPSP entre
los demas grupos, estudiamos posibles diferencias en los valores de frecuencia necesarias
para inducir LTP ("umbral”) en las rebanadas de hipocampo de los grupos experimentales
en los que la LTP fue generada por el protocolo de tetanizacion clasica (grupos: salina,
Grelina y Ro 25-6981+Grelina).

Se observé una reduccion significativa en los valores de frecuencia de estimulacion
para inducir LTP en rebanadas del grupo infundido con salina+Gr comparado con el grupo
salina+salina, consistente con nuestros reportes previos. Cuando Gr se infundié en
animales pretratados con el antagonista Ro 25-6981 (grupo Ro 25-6981+Gr), este grupo
ahora fue capaz de inducir LTP (ya que el grupo Ro 25-6981+salina no genera LTP),
mostrando un umbral significativamente mayor que el grupo salina+Gr pero
significativamente menor que el grupo salina+salina (Ro 25-6981+Gr= 30.0 + 3.6 Hz uvs.
salina+salina = 103.3 + 6.1 Hz vs. salina+Gr = 6.7 £ 1.0 Hz). (F (», 15) = 146.2, p < 0.05; test
post hoc de Newman-Keuls, p <0.05). Por lo tanto, Gr no solo mejora la plasticidad
sinaptica de animales tratados con el antagonista de la subunidad NR2B, los cuales no
generaban LTP, sino que también es capaz de inducir en los mismos una mayor

excitabilidad hipocampal con respecto a los animales controles.
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Objetivo especifico V.
Determinar el efecto de Gr sobre la liberacién de [3Hi5-HT de rebanadas de

hipocampo.

Ha sido sugerido que el efecto orexigénico del péptido podria ser mediado por la
inhibiciéon de la liberacién de 5-HT. Ademds, se ha demostrado que Gr inhibe la liberacion
de 5-HT en hipotdlamo (Brunetti L et al. 2002). Resultados previos en nuestro laboratorio
demostraron que el tratamiento de animales con un inhibidor de la recaptaciéon de 5-HT,
como fluoxetina, previo a la administracion de Gr (icv o intrahipocampal), inhibe el
incremento en la ingesta como asi también el efecto facilitador del péptido sobre la
retencion de la memoria, sugiriendo que estos efectos dependerian de la disponibilidad de
5-HT (Carlini VP et al. 2007). En consecuencia valoramos la liberacion de 5-HT a partir de

rebanadas de hipocampo de ratas, por la técnica de superfusion.

Diseito experimental: en un primer grupo de experimentos el péptido fue
adicionado directamente al medio de superfusion. Los animales fueron separados en dos
grupos: control (superfundido con ACSF a un flujo de 2ul/min) y Gr (superfundido con

ACSF + Gr 0.3 6 3.0 nmol/ul a un flujo de 2ul/min).

En otro grupo de experimentos, los cortes hipocampales utilizados provenian de
animales infundidos en el area CA1 de hipocampo dorsal, inmediatamente después del
entrenamiento en el SDT y sacrificados 24 h después del mismo. Posteriormente los mismos,
fueron preparados para medir la liberacion de [37]5-HT. Los grupos experimentales fueron:
control (ratas que recibieron infusiones intrahipocampales de ACSF, 0.5 uL por sitio, y que
fueron sometidas al SDT), control sin SDT (ratas que no fueron entrenadas en el paradigma
comportamental) y Grelina (ratas que recibieron infusiones intrahipocampales de Gr 3.0

nmol/ul ,0.5 ul por sitio, y que fueron sometidas a SDT).
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Figura 28. Efecto de diferentes dosis de Gr (0.3 y 3 nmol/ul), adicionada al medio de
superfusion, sobre la liberacion de [3H] 5-HT a partir de rebanadas de hipocampo. Los
resultados se expresan como porcentaje de liberacion fraccional (% del basal). Cada barra
representa la mediana con su rango intercuartil. N = 5 animales/grupo. * Diferencias significativas
en comparacion con los animales control (ACSF), p <0.01.

Cuando Gr fue adicionada directamente al medio de superfusion, la dosis mas alta
inhibi6 significativamente la liberacion de [3H15-HT en relaciéon con aquellos superfundidos
solamente con ACSF (control) (Figura 28). El test de Kruskal-Wallis (ANOVA de una via no
paramétrico) mostro un efecto significativo del tratamiento (H = 9.48, df = 2, p < 0.01). El
andlisis post hoc de Dunn revelé que los valores obtenidos con una dosis de 0.3 nmol/ul
fueron similares a los obtenidos en los animales controles. [ACSF: 135 + (124-141); Gr 0.3

nmol/ul: 136 + (123-141) y Gr 3.0 nmol/ul: o + (0-7)].
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Figura 29. A Efecto de Gr sobre la retenciéon de la memoria a largo plazo en el SDT. Los
animales fueron entrenados en el SDT 7 dias después de la cirugia. Gr (3 nm/ul) se infundio en el
area CA1 del hipocampo dorsal, inmediatamente después del entrenamiento en el SDT. 24 h después
los animales fueron testeados para determinar la retencién de la memoria. * Diferencias
significativas en comparacién con animales control (ACSF), p <0.01. B Efecto de Gr sobre la
liberacion de [3H] 5-HT de rebanadas de hipocampo 24 h después de la administracion
intrahipocampal del péptido, tal como se describe arriba. Cada barra representa la mediana
con su rango intercuartil. N = 6 animales/grupo. * Diferencias significativas en comparacién con
animales control (ACSF), p <0.01.

Los animales que fueron infundidos en CA1 con Gr (3 nm/ul) inmediatamente
después del entrenamiento en el SDT presentaron un incremento significativo en el tiempo
de latencia en presencia del péptido en relacion con el grupo control, indicando una
facilitaciéon en la retencion de la memoria [ACSF: 58 + (53-62); Gr 3.0 nmol/ul: 180 + (180-
180)] (Figura 29 A). El test de Kruskal-Wallis determiné que existe un efecto significativo

del tratamiento (H = 4.78,df =1,p < 0.01).
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Cuando se analiz6 la liberacién de (3] 5-HT a partir de las rebanadas de hipocampo
de los animales que fueron entrenados en el SDT se observé que la infusion
intrahipocampal de Gr, 24 h antes de los experimentos de superfusion, inhibié
significativamente la liberacion del neurotransmisor en relacion con los animales
infundidos solamente con ACSF (control) (Figura 29 B). [ACSF: 106 + (83-129); Gr 3.0
nmol/ul: o + (0-4)] (H = 11.62, df = 2, p < 0.01).

Con el fin de descartar que los cambios en la liberacion del neurotransmisor podrian
ser una consecuencia del entrenamiento (shock eléctrico) inducido por el paradigma de
comportamiento, la liberacion de [37] 5-HT se determiné en animales infundidos con ACSF,
pero que no recibieron entrenamiento en el aparato de SDT. No se observaron diferencias
entre animales entrenados y no entrenados en SDT [Control: 106 + (83-129); Control sin
SDT: 99 + (68-136)] (Figura 29 B).

Un resultado interesante surgié de correlacionar el porcentaje de liberacion de [3H]
5-HT y la retencion de la memoria (tiempo de latencia) en el SDT, mediante el andlisis de
regresion lineal (Figura 30). De acuerdo al indice de correlacion de Pearson, se verifica una

correlacion negativa y significativa de r= -0.9329, p<0.0001.

r=-0.9329
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Figura 30. Correlacion entre el tiempo de latencia y el % de liberacion de [3H15-HT en
rebanadas de hipocampo obtenidas 24 h después de la administracion de Gr. N = 6
animales/grupo. El coeficiente de correlacion de Pearson fue r = -0.9329; p<0.0001.
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Los estudios sobre Gr iniciados después de su descubrimiento, abordaron
fundamentalmente su funcion en el mecanismo de la ingesta a fin de encontrar nuevos
disefios terapéuticos para el tratamiento de la obesidad (Dhillo W y Bloom S 2001). En los
ultimos anos, ha sido ampliamente demostrado que moléculas involucradas en el control de
la homeostasis energética y de la ingesta tales como Gr, leptina, insulina, NPY, ejercen
ademas efectos cognitivos, en particular en procesos de memoria. (Bennett G et al. 1997;
Redrobe Jet al. 1999; Sarrar L et al. 2011; Warren M et al. 2012; Ghasemi R et al. 2013).

La incrementada incidencia de las enfermedades neurodegenerativas, que cursan
con un deterioro de la funcion cognitiva, ha llevado a la comunidad cientifica a explorar los
mecanismos que subyacen a los procesos de memoria a fin de diseniar posibles estrategias
para superar las disfunciones establecidas en los mismos. En este contexto, en los ultimos
anos, Gr ha emergido como un candidato potencial para el tratamiento paliativo de la
pérdida de la memoria. En la actualidad, un gran niumero de publicaciones surgieron de
investigar el posible papel de Gr en enfermedades neurodegenerativas, tales como
Parkinson (Unger M et al. 2011), Alzheimer (Dos Santos V et al. 2013) y epilepsia (Portelli J
et al. 2012). El esclarecimiento de los mecanismos involucrados en los efectos del péptido,
permitira afianzar hallazgos recientes que presentan a Gr como un nuevo e innovador
agente terapéutico de potencial uso en las patologias antes mencionadas.

Las bases celulares y moleculares del aprendizaje y la memoria son uno de los
objetivos mas ambiciosos de la neurociencia actual. Los avances en los ultimos afios, nos
han acercado bastante a la comprensiéon de los fendmenos involucrados, pero son muchos
aun los interrogantes sin responder.

Los estudios realizados en esta tesis se originaron a partir de resultados previos
obtenidos en nuestro laboratorio, donde se demostré que la infusion intrahipocampal de Gr
facilita la retencion de la memoria y esto se correlaciona con una disminucién en el umbral
para inducir LTP, lo que conduciria a un aumento de la excitabilidad hipocampal. (Carlini

et al. 2002, 2004, 2008, 2010). Ademdas, se observé que Gr podria estar modulando eventos
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celulares y/o moleculares de sefalizacién implicados en la adquisiciéon y/o consolidacion de
la memoria, pero no en la evocaciéon de la misma (Carlini VP et al. 2010 a).

La administracion de farmacos después del entrenamiento es un método muy
utilizado para influir sobre la consolidacion de la memoria (para deteriorarla o mejorarla)
sin afectar la adquisicion o evocacion de la misma (Medina JH et al. 2008). La
consolidacion de la memoria comprende una serie de procesos que se inician luego de la
adquisicion de un aprendizaje, durante esta etapa la traza mnésica permanece labil
durante un periodo; estos procesos no tienen una duracion definida pero ocurren dentro de
una ventana temporal luego del aprendizaje. En el presente trabajo Gr fue administrada
después del entrenamiento en el SDT. Los resultados mostraron una facilitacion en la
consolidacion de la memoria inducida por Gr sélo cuando la misma es administrada
inmediatamente, y no después de 15 o 60 minutos de la sesion de entrenamiento (Figura
18). Estos hallazgos indican que Gr ejerce sus efectos en una ventana temporal
determinada, es decir en los primeros minutos después del aprendizaje, en consecuencia los
efectos del péptido podrian estar relacionados con los eventos iniciales de la cascada
bioquimica implicada en la consolidacion de la memoria. Estos cambios en eventos
tempranos también pueden desencadenar eventos tardios, necesarios para facilitar la
memoria a largo plazo y la LTP, ya que los efectos de Gr se observan atin 24 h después de su
infusion.

En relaciéon a la LTP, nuestros experimentos indican que Gr facilita por si misma la
excitabilidad hipocampal. Esto se observa en los experimentos en los cuales Gr es infundida
en animales que no fueron sometidos al paradigma comportamental y también presentan
una disminucion en el umbral para generar LTP, con respecto a los tratados con salina
(Figura 22). Estos resultados y el hecho de que los receptores GHS-Ria se encuentren
altamente expresados en hipocampo, sugieren y refuerzan la idea de que Gr puede ser
considerada un importante modulador de la actividad neuronal (Zigman J et al. 2006). Ha
sido demostrado recientemente, que los receptores de Gr se encuentran en mayor

concentracion en la regiéon somdatica de células piramidales y, en menor medida, en las
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regiones apical y basal de dendritas, del area CA1 hipocampal (Cuellar J e Isokawa M
2011). En consecuencia, se analizé si los cambios comportamentales y electrofisiolégicos
inducidos por el péptido en hipocampo dependen especificamente de la activacion de los
receptores GHS-R1a. Los resultados mostraron que, tanto la facilitaciéon en la consolidacion
de la memoria como en la excitabilidad hipocampal inducida por Gr, desaparecen cuando
el receptor es bloqueado por su antagonista especifico, D-Lys3-GHRP-6, evidenciando una
clara participacion del receptor GHS-R1a en esta estructura (Figuras 20 y 21).

La cascada molecular de la memoria y la induccion de LTP en hipocampo, ha sido
profundamente estudiada por muchos investigadores luego de la realizacion del SDT,
utilizado en el presente trabajo. Esta cascada se inicia con la liberacion de glutamato. La
union de este neurotransmisor a los receptores glutamatérgicos inicia a su vez, en la
postsinapsis, una serie de eventos bioquimicos intracelulares que finalmente van a producir
cambios permanentes en las propiedades sindpticas (Kandel E 2001; Morgado-Bernal I
2011; Wang H et al. 2006). En consecuencia, la modulacién de la liberacién de glutamato y
el funcionamiento de sus receptores tiene un rol critico en la regulacion a nivel molecular y
celular de la formacion de la memoria.

Nuestros resultados relacionados a los cambios inducidos por Gr en la liberacion de
glutamato a partir de sinaptosomas hipocampales, mostraron que Gr aumenta la
liberacion del neurotransmisor, de manera dependiente de la dosis (Figura 23). Los
sinaptosomas son estructuras membranosas subcelulares que se forman durante la ruptura
leve del tejido cerebral, conservan las caracteristicas morfolégicas y la composicion
quimica de la presinapsis (Nicholls DG 2003). Ademds, ha sido demostrado que los
sinaptosomas crudos (fraccion P2) purificados a partir de hipocampo de rata, estan
enriquecidos con el receptor GSH-Ria y que estos receptores se encuentran en las
proximidades de las sinapsis glutamatérgicas. Estas evidencias refuerzan la idea de que Gr
podria tener un papel en la regulacion presinaptica de la transmisién sindptica excitatoria

hipocampal (Ribeiro LF et al. 2014).

Mwuwsmewwﬁ



Di L <

El mecanismo de transduccion de los GHS-R1a en varios tejidos implica un aumento
de Ca*2 en respuesta a su activacion. (Isokawa M 2012). Asi por ejemplo, Gr aumenta los
niveles de [Ca*2]; en células del ARC (Kohno D et al. 2003, 2008; Yang Y et al. 2011) e
hipéfisis (Kojima M y Kangawa K 2005). Los mecanismos descriptos por los cuales Gr
media los efectos sobre la ingesta, implican también, la activaciéon de los GHS-R1ia en el
niicleo ARC del hipotdalamo, modulacién de la actividad eléctrica en las células relacionadas
con la regulaciéon de la ingesta, tales como la AGRP y aumento de la liberacion de
glutamato a nivel presindptico (Yang Y et al. 2011). De acuerdo con los resultados antes
mencionados en ARC, nuestros resultados parecen indicar que Gr ejerce similares efectos en
hipocampo, actuando a nivel presinaptico. En consecuencia es razonable pensar que los
mecanismos que subyacen los efectos Gr podrian ser similares en diferentes areas del
cerebro.

Tal como se menciono6 previamente, la induccion de LTP requiere de la liberacion de
glutamato, seguido de la activacion de receptores tipo AMPA y NMDA a nivel postsinaptico.
La LTP dependiente de RNMDA es la forma predominante de plasticidad sindptica en el
cerebro. Se ha demostrado que el ensamble diferencial de las distintas subunidades que
constituyen el RNMDA resulta en diferentes propiedades funcionales del mismo, como
consecuencia de diferencias en las subunidades que constituyen el canal idnico. Asi por
ejemplo, la eliminacién genética de las subunidades NR2B del RNMDA, en hipocampo o
cerebro anterior, provoca un deterioro en la memoria y alteraciones en la LTP (Sprengel R
et al. 1998; Von Engelhardt J et al. 2008). Contrariamente, numerosos modelos animales
que presentan niveles elevados de la subunidad NR2B, ya sea por alteracién de su sintesis,
transporte o degradacion, exhiben una mejora en la plasticidad sinaptica y la memoria
(Lee Y y Silva A 2009; Crair M y Malenka R 1995; Tang Y et al. 1999). Asi, se ha
demostrado experimentalmente, que la sobreexpresion genética de las subunidades NR2B
en hipocampo, amigdala y corteza cerebral de ratones, puede conducir a una mayor LTP
hipocampal y en consecuencia a un mejor desempeiio de los animales en diferentes pruebas

comportamentales de memoria (Tang Y et al. 1999, 2001; Cao X et al. 2007; Jacobs S y
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Tsien J 2012; Cui Y et al. 2011). Resultados similares fueron observados en ratas que
sobreexpresan la subunidad NR2B, senalando que los efectos beneficiosos de esta
subunidad se conservan en varias especies animales (Wang D et al. 2009).

Ademas, los niveles de expresion de las subunidades NR2A o NR2B en corteza e
hipocampo pueden también modularse de forma dinamica por las experiencias sensoriales
(por ejemplo, un medio ambiente enriquecido o interacciones sociales) (Yashiro K and
Philpot B 2008.). La presencia de ambas subunidades (NR2A y NR2B) permite el influjo
Ca?* para inducir LTP. Sin embargo, el tipo de subunidad predominante que influye mds en
el influjo de Ca2*, y por lo tanto en la induccién de LTP, depende del protocolo y también de
la etapa de desarrollo considerada. La subunidad NR2B parece jugar un papel adicional
tinico debido a su asociaciéon con CaMKII, activando vias de senalizacion que median la
expresion de la LTP. El conocimiento de/l los mecanismo/s de regulacion de la subunidad
NR2B es importante para lograr mejoras cognitivas (Bibb J et al. 2010; Collingridge G et
al. 2013), en consecuencia, en este trabajo se estudiaron si los cambios en las propiedades
funcionales inducidos por Gr en hipocampo, podrian relacionarse con el aumento de la
expresion de la subunidad NR2B. Nuestros resultados mostraron que Gr aumenta la
expresion de la subunidad NR2B en las dreas CA1 y DG, 24 h después de la infusion de la
misma en hipocampo (Figura 25), probablemente contribuyendo de esta manera a la
facilitacién de la memoria en el SDT y a la induccién de la LTP.

Con el objetivo de anadir informacién funcional relacionada con la participaciéon de
la subunidad NR2B en los efectos de Gr, en otra serie de experimentos, se utilizo (tanto en
estudios comportamentales como electrofisiologicos) el antagonista especifico de la
subunidad NR2B, Ro 25-6981, previo a la administraciéon del péptido. El antagonista se uso
en una dosis capaz de inhibir la retencion de la memoria en el SDT y la induccién de LTP.
Cuando Gr se administré en animales pretratados con Ro 25-6981, el deterioro en la
memoria inducido por el antagonista fue revertido tal como lo muestra el desempeiio de los
animales en el SDT (Figura 26), y la excitabilidad hipocampal restaurada, incluso con un

umbral menor que el observado en el grupo salina, como lo muestran los resultados de
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electrofisiologia (Figura 27). El hecho de que la administracion de Gr en animales
pretratados con Ro 25-6981 mejore el déficit inducido por este antagonista en los
parametros de comportamiento y electrofisiologicos, reafirma la hipotesis de que la
facilitacion de la memoria inducida por el péptido podria, entre otras causas,
correlacionarse con el aumento de la expresion de la subunidad NR2B.

Estos resultados concuerdan con evidencias de otros autores, en diferentes modelos
experimentales, que sugieren que la subunidad NR2B estaria relacionada con la mejora de
la plasticidad sinaptica y la inducciéon de LTP. Asi por ejemplo, ifenprodil, (antagonista de
receptores que contienen la subunidad NR2B), bloquea completamente la inducciéon de LTP
en cultivos de hipocampo. A su vez, la sobreexpresion de NR2A o el reemplazo de la
subunidad NR2B por NR2A, ateniian la induccién de LTP. (Barria A y Malinow R 2005).
Ast mismo, la eliminacion genética de la subunidad NR2A no altera la inducciéon de LTP en
ratones, sugiriendo que los receptores diméricos NRi1/NR2B son suficientes para inducir
LTP en hipocampo (Berberich S et al. 2005; Weitlauf C et al. 2005). La mayor influencia
sobre la LTP ejercida por la subunidad NR2B podria deberse al hecho de que esta permite
un mayor influyjo de Ca?* y activa nNOS, induciendo la activaciéon de Ca?*/CaM que activa
CaMKII y la produccion de NO, responsables de la amplificacion de las seniales durante el
inicio de eventos plasticos. A su vez, CaMKII se une a la subunidad NR2B del RNMDA e
induce LTP en sinapsis excitatorias (Bayer K et al. 2006).

Sin embargo, no podemos descartar una posible contribuciéon de otros mecanismos
tales como la induccion de la sintesis de novo, la disminucion en la degradaciéon de NR2B a
través de distintas vias de sefalizaciéon intracelular o cambios en el trafico de los receptores
desde el citoplasma a sitios sinapticos (Hawasli A et al. 2007).

Por otra parte, ha sido demostrado que PKA fosforila a la subunidad NR2B del
RNMDA (Murphy J et al. 2014; Flores-Barrera E et al. 2014) aumentando las corrientes de
Ca2* mediadas por el receptor, facilitando de esta manera la induccion de la plasticidad
sindptica, al promover la senalizaciéon de CREB. Este mecanismo coincide con evidencias en

cultivo de células piramidales de CA1, donde la aplicacion exégena de Gr regula la
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senalizacion de CREB. Al unirse Gr a su receptor especifico GHS-R1a, se activa la via de
senalizacion AMPc/PKA, dando como resultado un aumento en la funcion del RNMDA,
mediante el incremento del numero de subunidades NR1 fosforiladas (Cuellar J e Isokawa

M 2011).

En conclusién, el andlisis de este grupo de experimentos refuerza la idea de que Gr
podria modular los primeros eventos de la consolidacion de la memoria en hipocampo,
probablemente mediante el aumento de los niveles de [Ca*2]; inducido por la activaciéon de
sus receptores GHS-R1a , el incremento en la liberacién de glutamato que, a su vez, activa
los RNMDA y estimula diferentes vias moleculares que contribuyen a la facilitacién en la

retencion de la memoria a largo plazo y a la induccién de LTP.

Numerosas evidencias demostraron que 5-HT es un neurotransmisor con efectos
significativos sobre el comportamiento, funcién sindptica, actividad neuronal, etc.
(Dieudonné S 2001; Sillar KT et al. 2002). La relaciéon entre la funcion de 5-HT, aprendizaje
y memoria, también ha sido reportada. La accion de 5-HT se cree que es un requisito previo
para el control sobre procesos de informacion cognitiva, y parece tener un papel en
procesos de aprendizaje y memoria (Haider S et al. 2012; Bauer EP 2015). Una gran
cantidad de hallazgos avalan la participacion del sistema serotoninérgico en la plasticidad
hipocampal. Asi 5-HT y los SSRI han demostrado inhibir la LTP en diversos ensayos
fisiologicos (Corradetti R et al. 1992; Kim HS et al. 2006; Kojima T et al. 2003; Mnie-Filali
O et al. 2006). Sin embargo, dada la gran diversidad de receptores de 5-HT expresados en
todo el SNC, no es sorprendente que la modulacion de diferentes subtipos de receptores
serotoninérgicos pueden tener una variedad de efectos sobre la LTP. Asi, por ejemplo, la
activacion de algunos tipos de receptores han demostrado facilitar la LTP y otros atenuarla
o inhibirla (Wang RY y Arvanov VL 1998; Corradetti R et al 1992; Passani MB et al. 1994;

Mori K et al. 2001).
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Muchas son las evidencias que sugieren que los efectos de Gr sobre la ingesta y la
retencion de la memoria podrian estar relacionados con la disponibilidad de 5-HT. En
consecuencia, en un primer grupo de experimentos, Gr fue agregada directamente al medio
de superfusion de rebanadas de hipocampo, y en un segundo grupo, el péptido se infundioé
en CA1 de hipocampo dorsal y los animales fueron sacrificados 24 h después para llevar a
cabo la superfusion. En ambos casos, Gr inhibié la liberacién de 5-HT (Figuras 28 y 29). Es
importante destacar que el efecto de Gr, sobre la liberacién del neurotransmisor, fue
observado unos pocos minutos después de la adicion de la misma en el medio de
superfusion, y también 24 h después de su administracion intrahipocampal, lo que indica
que la disminucion de la liberacion de 5-HT podria comenzar inmediatamente y persistir al
menos durante 24 h. Ademas, los experimentos mostraron una correlaciéon negativa entre
los tiempos de latencia y el porcentaje de 5-HT liberada, ya que bajos niveles de liberacion
del neurotransmisor, se corresponden con tiempos de latencia mayores, indicativos de una
mejor retencion de la memoria (Figura 30). En este sentido, existen evidencias que
reafirman nuestros resultados en donde experimentos previos de comportamiento,
obtenidos en nuestro laboratorio, demostraron que dos agentes inhibidores de la
recaptacion de 5-HT, tales como Fluoxetina y Clomipramina, administrados antes de la
infusion de Gr, inducen un efecto inhibitorio sobre el incremento de la ingesta de alimentos
y la retenciéon de memoria provocada por el péptido (Carlini VP et al. 2007).

Ademadas, Brunetti et al. (2002), demostraron que Gr inhibe la liberacién de 5-HT de
sinaptosomas hipotalamicos de rata. Resultados recientes, obtenidos en cultivo de neuronas
hipotalamicas e hipocampales, muestran que los perfiles de expresion de un subtipo de
receptor serotoninérgico y el GHS-R1ia son coincidentes, y que esta interaccion atentia la
senal del receptor de Gr, inhibiendo el efecto orexigénico (Schellekens H et al. 2015).
Teniendo en cuenta los resultados antes mencionados, y los resultados actuales, es
razonable pensar que la disminucién de la liberacion de 5-HT observada en hipotalamo
representa un mecanismo que podria extenderse a otras estructuras tales como el

hipocampo.
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Ha sido reportado que existen coincidencias morfologicas y funcionales entre 5-HT y
NO. Estudios de inmunohistoquimica, por ejemplo, han proporcionado pruebas sobre la
colocalizacion de la nNOS y 5-HT en proyecciones del NDR en ratas (Simpson KL et al.
2003). Estudios funcionales y farmacolégicos han demostrado que el NO puede modular la
liberacion de 5-HT (Iuras A et al. 2005; Smith JC y Whitton PS 2000; Trabace L et al.
2004).

Trabajos previos demostraron que la administraciéon de Gr en hipocampo (CA1) de
ratas, aumenta la actividad de la nNOS, lo que sugiere que Gr induce la activacion de la via

nNOS/NO en hipocampo (Carlini VP et al. 2010).

En consecuencia, teniendo en cuenta los presentes resultados en los cuales Gr
disminuye la liberacion de 5-HT, resultados anteriores donde Gr induce aumento en los
niveles de NO hipocampal y el hecho de que Gr aumenta los niveles intracelulares de calcio,
nos lleva a plantear la siguiente hipotesis del mecanismo posible: Gr se une a sus receptores
GHS-R1a provocando un incremento en los niveles intracelulares de calcio, esto estimula la
nNOS aumentando los niveles de NO, el cual seria capaz de inhibir la liberacion de 5-HT.
Esta hipétesis esta de acuerdo con hallazgos que ponen en evidencia que NO juega un
importante rol en el control negativo de los niveles intracelulares de 5-HT en hipocampo.
Ha sido demostrado el efecto de NO en los niveles de 5-HT hipocampal. Por ejemplo,
inhibidores de nNOS (como 7-NI) aumentan los niveles de 5-HT en hipocampo después de
su administracion tanto local o sistémica; por otro lado, precursores de NO (como L-Arg)
producen el efecto opuesto, una disminucién en los niveles de 5-HT (Wegener G et al. 2000).

Por otra parte, existen evidencias que demuestran que la activacion del receptor
serotoninérgico 5-HT1A disminuye el numero de subunidades NR2B sugiriendo que un
incremento de 5-HT implicaria una disminucion en la eficiencia de los RNMDA (Yuen EY
2005).

Los resultados aqui mostrados, donde Gr incrementa la expresion de las

subunidades NR2B e inhibe la liberacion de 5-HT, nos llevan a hipotetizar que al disminuir
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la liberacion del neurotransmisor, disminuiria la activacion del receptor 5-HT1A y en

consecuencia, esto incrementaria la expresion de las subunidades NR2B.

Nuestra hipétesis acerca de los efectos Gr sobre los eventos de la consolidacion de la
memoria se representan en la Figura 31, la cual describe el mecanismo por el cual Gr se une
a sus receptores a nivel pre- y postsinaptico. A nivel presindptico, Gr estimula la liberacion
de glutamato probablemente mediante el incremento de la liberacién de [Ca*2];. A nivel
postsinaptico, el glutamato liberado activa los RNMDA, mientras que Gr también ejerce sus
efectos directos mediante la activacién de sus propios receptores (GHS-R1a). Por lo tanto, la
senalizacion de Gr probablemente comparta algunos de los eventos iniciales de la cascada
bioquimica de la memoria y de la LTP, sinergizando el aumento en las [Ca? *]; y/o la
activacion de CaMKII que se une a las subunidades NR2B, activando la via nNOS/NO
(Carlini et al. 2010) que incrementa los niveles de NO, contribuyendo de esta manera a la
disminucion en la liberacion de 5-HT (Wegener G et al. 2000). Esta disminucion, se traduce
en una menor activacion del receptor 5-HT1A y en consecuencia, esto incrementaria
también la expresion de las subunidades NR2B (Yuen EY 2005), facilitando de esta manera
la retencion de la memoria a largo plazo y la plasticidad sinaptica hipocampal.

Los resultados presentados en este trabajo, abren nuevas perspectivas para la
comprensiéon del mecanismo de la hormona Gr en la modulaciéon de la memoria. Los
hallazgos de investigacion bdsica aqui presentados, podrian ser utilizados para el
desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas que involucren a los receptores de Gr en
patologias neurodegenerativas que cursan con déficit cognitivo tales como Alzheimer,

Parkinson y esquizofrenia.

MMMSWGWW“



Pre

D iscusion

GHS-R1a

© :
RNMDA
Facilitacion de la L !
liberacién de ® /
Glutamato . o
@ @ ®  RNMDA
o
®
L4 ®
& o
& R.A'V‘PA EXPRESION
® DE GENES

MENSAJERO RETROGRADO

Figura 31. Hipotesis del mecanismo por el cual Gr induce facilitacion en la
consolidacion de la memoria y en la inducciéon de LTP a nivel hipocampal. A nivel
presinaptico, Gr se une a su receptor especifico GHS-Ri1a y estimula la liberacion de glutamato
mediante el incremento de la [Ca+2];. A nivel postsinaptico, el glutamato liberado activa los RAMPA y
RNMDA, mientras que Gr también ejerce sus efectos directos mediante la activacién de GHS-R1a,
aumentando las [Ca+2]; con la consecuente activacion de una cascada de sefalizaciéon de segundos
mensajeros, que va a desencadenar la activacién de varias quinasas, entre ellas CaMKII, la cual se
une a las subunidades NR2B del RNMDA promoviendo un mayor ingreso de Ca2+; ademds Gr activa
la via nNOS/NO, incrementando los niveles de NO, el cual actita como mensajero retrégrado,
facilitando la liberacion presindptica de glutamato, y por otro lado, también induceuna disminucién
en la liberacién de 5-HT. Esta disminucién, podria llevar a una menor activacioén del receptor 5-
HT1A (que disminuye la expresién de NR2B), y en consecuencia, esto incrementaria también la
expresion de las subunidades NR2B, facilitando de esta manera la retencion de la memoria a largo
plazo y la plasticidad sindptica hipocampal.
(2 Lineas llenas: vias de activacién, ---> lineas punteadas: vias de inhibicién, 1 hacia arriba:
aumento, | hacia abajo: disminucién; e azules: glutamato, ® naranjas: calcio y e grises:

serotonina).
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