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ABREVIATURAS

ABC: avidin-biotin complex

AVP: vasopresina

DAB: diaminobencidina

DPN: dia postnatal

DS: diferencia significativa

ECF: fluido extracelular

Fra-AVP: inmunoreactividad doble para Fray AVP

Fra-Li: inmunoreactividad a Fra

M+EE: media * error estandar

MNC: células neurosecretoras magnocelulares

MP: manipulacion perinatal

NaCl: cloruro de sodio

NHS: suero normal de caballo

OCVs: drganos circunventriculares

OVLT: érgano vasculoso de la ldmina terminalis

PaLM: nucleo paraventricular, subdivision magnocelular lateral
PaMM: nucleo paraventricular, subdivision magnocelular medial
PaPM: nucleo paraventricular, subdivisidn parvocelular medial
PB: phosphate buffered — buffer fosfato

PVN: nucleo paraventricular

RAS: sistema renina-angiotensina

RNAmM: ARN mensajero

SFO: érgano subfornical

SON: nucleo supradptico

TBS: Tris buffered saline

TRP: transient receptor potential cation cannel

TRPV1: transient receptor potential vanilloid type 1
TRPV1-Ct: extremo C-terminal de TRPV1

WAB: western blot

LT: lamina terminalis
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RESUMEN

Durante periodos sensibles de la ontogenia, determinados estimulos perinatales
“modelan” o inducen una “programacion” diferencial de los distintos sistemas
homeostaticos en desarrollo alterando su respuesta, aun a largo plazo y en ausencia del
estimulo “programador”. El sistema homeostatico que regula el balance hidrosalino no se
encuentra exento de los efectos de la programacion perinatal. Estudios previos de nuestro
laboratorio demuestran que el consumo materno voluntario de una dieta rica en sodio
durante periodos criticos perinatales, ejerce en la descendencia un efecto a largo plazo.
Es asi como ante desafios osmoticos, altera los patrones de ingesta de agua y sodio, el
namero de neuronas activas (ir-Fos) en ndcleos cerebrales encargados de sensar la
osmolaridad y/o los niveles de sodio circulantes y la funcionalidad del sistema
vasopresinérgico (AVP). Estos cambios sugeririan que posiblemente el circuito
osmosensor esté basalmente alterado en la descendencia, modificando las respuestas
compensatorias ante un desafio hidroelectrolitico. Uno de los mecanismos por los cuales
las células osmosensoras del SNC: vasopresinérgicas de los nucleos supradptico y
paraventricular (SON y PVN, respectivamente) y de los 6rganos circunventriculares
(OCVs) de la ldamina terminalis (LT), 6rgano subfornical (SFO) y érgano vasculoso de la
l&mina terminalis (OVLT), responden a cambios en la osmolaridad del medio, involucra
al canal cationico TRPV1 (de sus siglas del inglés “transient receptor potential cation
channel”). El objetivo del presente trabajo es caracterizar el circuito osmosensor central
a nivel celular y molecular en estado basal, luego de la programacién perinatal inducida
por el consumo materno voluntario de una solucion de NaCl hiperténico. Para tal fin, se
evaluo si el consumo voluntario de sodio hiperténico de las madres durante la gestacion
y lactancia es capaz de modular en estado basal tanto la expresion del canal TRPV1 como
la actividad cronica celular en areas osmosensibles y AVP hipotalamicas de la
descendencia adulta. Se caracterizo a nivel molecular los efectos de la programacion
perinatal sobre la expresion del canal TRPV1, realizando western blot de homogenatos
del SON y OVLT provenientes de animales programados (MP-Na) y controles (MP-
Control). Finalmente, con el objetivo de evaluar posibles cambios cronicos en la actividad
de las neuronas osmosensibles, se analizd por inmunohistoquimica la actividad basal

(inmunoreactividad a Fra (Fra-LI)) tanto a nivel del SFO y OVLT, como también de las
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neuronas AVP del SON y PVN (doblemente marcadas para Fra-AVP) inducidos por la
estimulacion perinatal.

Nuestros resultados muestran que el consumo voluntario de sodio hipertdnico de las
madres durante la gestacion y lactancia no altera la expresion génica del canal TRPV1 a
nivel del SON y OVLT. Por otra parte, los animales MP-Na tienen un aumento
significativo del nimero de neuronas cronicamente activadas (Fra-LI) a lo largo del
OVLT vy vasopresinérgicas (Fra-AVP) de la subdivision lateral magnocelular de PVN,
con respecto al grupo MP-Control. Ademas, se observo una disminucion en Fra-AVP a
lo largo del SON en los animales MP-Na en comparacion a MP-Control.

En suma, nuestros resultados indican que el consumo materno voluntario de una dieta rica
en sodio durante periodos criticos perinatales altera basalmente la actividad del circuito
osmosensor (OVLT-SON-PVN) afectando posiblemente la capacidad osmoregulatoria de

la descendencia adulta ante desafios del balance hidroelectrolitico.

PALABRAS CLAVES: Programacion perinatal, TRPV1, é&reas cerebrales

osmosensibles, vasopresina, consumo materno de sodio hiperténico.
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INTRODUCCION

Estudios realizados en las Gltimas décadas del siglo XX han dado evidencias del
importante rol del medio ambiente durante periodos criticos de la vida intrauterina y/o
postnatal temprana pudiendo alterar los sistemas en formacion de los individuos en
desarrollo. Una de las hipoétesis es la “hipotesis del origen fetal”, postulada por Barker en
los afios noventa (Barker, 1992 y 1994; Barker et al., 1993). La misma se basa en el
principio de que las carencias nutricionales sufridas durante las etapas criticas del
desarrollo fetal o en la primera infancia aumentan el riesgo de contraer enfermedades
cronicas de la adultez. Estas influencias o estimulos presentes en etapas tempranas del
desarrollo, particularmente durante el periodo intrauterino, pueden resultar en cambios
permanentes de la fisiologia y el metabolismo del nuevo individuo aumentando la
incidencia de enfermedades de la adultez (de Boo & Harding, 2006; Lucas, 1991; Barker,
1992) como hipertensidn arterial y enfermedades coronarias (Huxley et al., 2000; Barker
et al., 1993 y 1989; Frankel et al., 1996; Osmond et al., 1993; Woodall et al., 1996;
Langley-Evans et al., 1996; Khan et al., 2003), diabetes mellitus de tipo 2 (Eriksson et
al., 2003; Dabelea & Pettitt, 2001; Sobngwi et al., 2003), accidentes cerebrovasculares
(Rich-Edwards et al., 2005; Hypponen et al., 2001), obesidad (Ravelli et al., 1999; de Boo
& Harding, 2006), entre otros. Es decir, durante periodos sensibles de la ontogenia,
determinados estimulos perinatales “modelan” o inducen una “programacion” diferencial
de los distintos sistemas homeostaticos en desarrollo alterando su respuesta, ain a largo
plazo y en ausencia del estimulo “programador” (Ross et al., 2005).

Gluckman y Hanson en 2005 propusieron que cuando ocurre un cambio en el entorno
intrauterino, el feto sufrira adaptaciones en su organismo para mejorar sus posibilidades
inmediatas de supervivencia, siendo a menudo reversibles, aunque si los cambios del
medio ambiente persisten, estas adaptaciones se tornaran irreversibles. En ese caso, estas
alteraciones proporcionaran desventajas al organismo si el entorno para el cual fueron
desarrolladas cambia durante etapas posteriores del desarrollo.

El sistema homeostatico que regula el balance hidrosalino no se encuentra exento de los
efectos de la programacion perinatal (Leshem, 2009 y Mecawi et al., 2015). Experiencias
perinatales de privacion hidrica, sobrecarga dietaria obligada de sodio, hipernatremia
sistemica, deplecion de sodio o hiponatremia o cambios en la actividad del sistema renina
angiontensina (RAS) modifican el patron de ingesta de fluidos tanto en condiciones

basales como inducidas ante desafios hidroelectroliticos de la progenie en su etapa adulta
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(Curtis et al., 2004; Crystal & Bernstein, 1995; Galaverna et al., 1995; Contreras &
Kosten, 1983; Contreras & Ryan, 1990; Mouw et al., 1978; Butler et al., 2002, Mecawi
et al., 2010; Arguelles et al., 2000; Vijande et al., 1996; Chadwick et al., 2009; Zhang et
al., 2011; Rowland et al., 1999). Estos cambios en la conductas ingestivas tendientes a
restablecer la homeostasis corporal, pueden deberse a cambios tanto en las areas de
control cerebral como en los mecanismos sensores, viéndose afectados por ejemplo los
sensores de osmolaridad, natremia o receptores de hormonas como vasopresina (AVP),
angiotensina I, entre otros.
En particular, estudios previos de nuestro laboratorio demuestran que el consumo materno
voluntario de una dieta rica en sodio durante periodos criticos perinatales, ejerce en la
descendencia un efecto a largo plazo que ante desafios osméticos altera:

i) los patrones de ingesta de agua y sodio,

i) el nimero de neuronas activas (ir-Fos) en nucleos cerebrales encargados de

sensar la osmolaridad y/o los niveles de sodio circulantes,

i) la funcionalidad del sistema vasopresinérgico.
Estos cambios observados en las respuestas homeostaticas en etapas posteriores del
desarrollo sugeririan que posiblemente el circuito/mecanismo osmosensor esté
basalmente alterado en la descendencia, modificando las respuestas compensatorias ante
desafio hidroelectrolitico (ingesta de agua y sodio, liberacion de AVP, etc). Sin embargo,
los mecanismos celulares y moleculares que forman parte del mecanismo osmoreceptor
central que subyacen a estos efectos de programacion perinatal son adn inciertos. En
consecuencia, estudiaremos si la impronta perinatal inducida por el consumo materno
voluntario de sodio produce cambios cronicos y/o alteraciones basales en el
circuito/mecanismo 0Smosensor.
A nivel central, los osmosensores primarios estan localizados a lo largo de la Lamina
Terminalis (LT) en el drgano subfornical (SFO) y drgano vasculoso de la lamina
terminalis (OVLT) (Johnson & Gross, 1993; McKinley et al., 2003), y en neuronas
magnocelulares hipotalamicas (MNC) intrinsecamente osmosensibles, en el nucleo
supradptico (SON) y paraventricular (PVN) que se encargan ademas de liberar oxitocina
y AVP al torrente sanguineo (Naeini et al., 2006; Oliet & Bourque 1993; McKinley et al.,
2003). Estos osmoreceptores cerebrales conjuntamente modulan las respuestas de sed y
la liberacion de AVP ante un aumento de la osmolaridad o hipernatremia corporal. A
nivel fisioldgico, este estado se produce por ejemplo, luego del consumo de alimentos

con alto contenido en sodio. Un estudio pionero de nuestro laboratorio, demostro
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electrofisiologicamente que las neuronas del OVLT responden a cambios en la
osmolaridad, aumentando y disminuyendo su frecuencia de disparo ante estimulos
hiperosmoticos/hipernatremicos e hipoosmatico/hiponatrémicos respectivamente (Vivas
et al., 1990). En ese sentido se ha propuesto que el OVLT es un area osmosensora clave
en la induccion de la respuesta de sed tanto hiperosmdtica (la sed que se gatilla por
consumir alimentos con alta concentracion de NaCl) como hipovolémica (la sed que se
gatilla por una disminucion del volumen sanguineo o disminucion de la concentracion de
sodio plasmatica mediada por Angiotensina Il) (McKinley et al., 2003, Matsuda et al.,
2017, Margatho et al., 2015). Las MNCs también se comportan como osmdmetros,
muestran cambios reversibles en el volumen celular que son inversamente proporcionales
a laosmolaridad del fluido extracelular (ECF) y éstos pueden mantenerse durante muchos
minutos. Asi, en principio, la modulacion de los canales de transduccion osmosensorial
podria estar mediada por un efecto mecanico asociado con un cambio evocado
osmoticamente en el volumen celular (Bourque, 2008).

La hormona AVP es sintetizada por un subconjunto de MNCs ubicadas en los nucleos
hipotaldmicos PVN y SON. Estas MNCs proyectan sus axones hacia la neurohipofisis,
donde se produce la liberacion de hormonas cuando los potenciales de accion estimulan
la entrada de Ca*? y la exocitosis dependientes de voltaje (Bourque, 2008). Estas células
liberadoras de AVP, en el SON y PVN son, por lo tanto, las neuronas de "comando” que
regulan en consecuencia la diuresis a nivel renal. La velocidad de disparo de las MNC en
condiciones de reposo (~1-3 Hz) media la secrecién de AVP basal, mientras que las
disminuciones y los aumentos en la frecuencia de disparo inhiben y aumentan la
liberacion de las hormonas ante estados de hipotonicidad e hipertonicidad de ECF

respectivamente (Figura 1) (Bourque, 2008).
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Figura 1. Las células neurosecretoras magnocelulares son intrinsecamente osmosensibles. Los cambios en

+ Diuresis

la osmolaridad del ECF causan cambios inversamente proporcionales en el volumen celular. Extraido y

modificado de Prager-Khoutorsky & Bourque, 2015.

Estas neuronas magnocelulares también reciben aferencias sinapticas del OVLT, el
MnPO (nlcleo predptico mediano), el PBN (nucleo parabraquial) y el NTS (nucleo del
tracto solitario) (Figura 2), y estudios previos han establecido que la modulacion osmética
de las MNC in situ depende en gran parte de sefiales aferentes derivadas de

osmoreceptores periféricos y de neuronas en el OVLT (Bourque, 2008).
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- . . Vasopresina
[ Organos circunventriculares

01 Ventriculos cerebrales
] Areas de consumo de agua

] Ndcleos efectores neuroendocrios
1 Relevo/integracién/ nucleo premotor

@ Neurona osmoreceptora central primaria
i@ Neurona osmoreceptora periférica primaria
@ Neurona central pre-autonoma

@ Neurona de relevo sensorial

& Neurona vasopresinérgica y oxitocinérgica
& Neurona simpatica

Figura 2. Circuito osmorregulador en el cerebro de mamiferos. llustracion de un corte sagital del cerebro
de rata, en el que las posiciones relativas de las estructuras y los nucleos relevantes se han comprimido en
un solo plano. Las neuronas y las vias estan codificadas por colores para distinguir las areas
osmosensoriales, integradoras y efectoras; mas referencias de la imagen se encuentran en el cuadro
adjuntada a la misma. ACC: corteza cingulada anterior, AP: area postrema, INS: insula, MnPO: nicleo
predptico mediano, NTS: nucleo del tracto solitario, OVLT: 6rgano vasculoso de la I&mina terminalis,
PAG: gris periacueductal, PBN: nicleo parabraquial, PP: pituitaria posterior, PVN: nuicleo paraventricular,
SFO: 6rgano subfornical, SON: nicleo supradptico, THAL: tdlamo, VLM: médula ventrolateral. Extraido

y modificado de Bourque, 2008.

Conjuntamente las células osmosensoras del SNC: vasopresinérgicas del nicleo SON y
PVN, y de los drganos circunventriculares de la lamina terminalis, tanto el SFO como el
OVLT (Figura 2), presentan el canal TRPV1 (de sus siglas del inglés “transient receptor
potential cation channel”) 1o que les permite responder a cambios en la osmolaridad del
medio (Prager-Khoutorsky et al., 2014 y 2015).

La familia TRP de canales idnicos lleva el nombre del mutante Drosophila melanogaster
trp, que se caracteriza por un potencial receptor transitorio en los fotorreceptores en

respuesta a la luz. Mientras tanto, ortdlogos y paralogos de los canales de TRP se han
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descrito en organismos que van desde simples eucariotas hasta humanos, los cuales
comparten un alto grado de homologia en su secuencia de aminoacidos. Los canales TRP
estan formados por mondmeros con seis regiones transmembrana que se ensamblan en
tetrameros, que conforman el poro funcional permeable a los cationes. La region mas
conservada es el sexto dominio transmembrana, que constituye la mayor parte del
revestimiento interno del poro del canal idnico. Los extremos N y C de los canales TRP
estan localizados en el citoplasma y, dependiendo del canal TRP respectivo, constan de
varios dominios funcionales como repeticiones de anquirina, manos EF que detectan
Ca?", sitios de fosforilacion, sitios de union a calmodulina y un llamado 'TRP box'. En
base a su secuencia, la familia TRP de mamiferos se diferencia en seis subfamilias de
canales i6nicos: TRP candnico (TRPC), TRP vaniloide (TRPV), TRP melastatina
(TRPM), TRP policistina (TRPP), TRP mucolipina (TRPML) y TRP ankyrin (TRPA)
(Clapham, 2003 y Goswami & Hucho, 2008).

TRPV1 es el miembro fundador de la subfamilia vaniloidea de los canales TRP, y detecta
varios agonistas endégenos como por ejemplo N-araquidonoil-dopamina, y estimulos
ex0genos nocivos, como la capsaicina y la temperatura alta. TRPV1 es un canal cationico
no selectivo con alta permeabilidad para Ca?* (Goswami & Hucho, 2008; Immke &
Gavva, 2006).

La apertura o cierre de este canal mecanosensible es el que regula los cambios en la
frecuencia de disparo de las células osmosensoras. La transduccion osmosensorial en
las neuronas osmosensoriales esta mediada por una variante N terminal del canal
cationico TRPV1, que se activa durante la contraccion provocada por hipertonicidad (por
encima del valor fisioldgico de 290-300 mOsm) (Ciura y Bourque, 2006; Sharif Naeini
et al., 2006). Los estudios del grupo liderado por el Dr. Bourque (Prager-Khoutorsky et
al., 2014, 2015) han mostrado que en neuronas osmoreceptoras primarias del OVLT y del
SON existe una poblacion de microtibulos (MT) dinamicos que interactian directamente
con el canal iénico TRPV1 regulando su actividad y la respuesta de estas células a
cambios en el ambiente osmotico.

Teniendo en cuenta los componentes del mecanismo osmosensor central y nuestros
antecedentes (Macchione y cols., 2012, 2015) que demuestran que el consumo voluntario
materno de una solucion hipertonica de sodio durante todo el periodo de gestacion y
lactancia modifica el consumo de agua y sodio, la expresion del RNAm de AVP vy la
actividad aguda evidenciada por inmunoreactividad a c-Fos (ir-Fos), de las areas

osmosensoras de la descendencia adulta frente a desafios osmaéticos como la sobrecarga
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o deplecidn de sodio corporal, es que resulta coherente pensar que el circuito/mecanismo
osmosensor central es un sistema neuroplastico, susceptible a los estimulos perinatales
durante la ontogenia temprana de los organismos.

En suma, en base a lo expuesto es posible hipotetizar que la programacion perinatal
inducida por el consumo voluntario de sodio hipertonico provoca en la descendencia
cambios adaptativos crénicos en el mecanismo osmoreceptor, los cuales afectan el nivel
de activacion de estas células alterando tanto la conducta ingestiva como la sintesis y/o
liberacion hipotaldmica de vasopresina.

El objetivo general del presente proyecto es caracterizar el circuito osmosensor central,
en la descendencia adulta, a nivel celular y molecular en estado basal, (sin estimulo o
desafio posnatal) por los cuales la impronta del consumo materno voluntario de sodio,
provoca los cambios comportamentales y neuroendocrinos observados previamente en
las crias adultas. En el presente proyecto se evalud si la impronta perinatal inducida por
el consumo voluntario de sodio hipertonico de las madres durante la gestacion y
lactancia fue capaz de modular cronicamente tanto la expresion del canal TRPV1 en areas
osmosensibles, como la actividad (cronica-basal) de neuronas del OVLT y SFO y
vasopresinérgicas a nivel hipotalamico. Para tal fin, caracterizamos a nivel celular los
efectos de la programacion perinatal sobre la expresion del canal TRPV1, realizando
western blot de homogenatos de tejido correspondiente al SON y al OVLT provenientes
de animales programados y controles. Finalmente, con el objetivo de evaluar posibles
cambios en el nivel de activacion de las neuronas osmosensibles, analizamos por
inmunohistoquimica la actividad cronica basal, evidenciada por la inmunoreactividad de
Fra, tanto de las células a nivel del SFO, OVLT como de las neuronas vasopresinérgicas
del SON y PVN (doblemente marcadas para AVP y Fra) inducidas por la estimulacién

perinatal.

Objetivos especificos

Objetivo 1: Analizar si existen cambios en la expresion génica del canal TRPV1 en el
OVLT y SON como resultado de la programacién perinatal a través del analisis de
western blot.

Objetivo 2: Analizar por inmunohistoquimica el nimero de neuronas cronicamente
activadas, inmunoreactivas a Fra, en el SFO y OVLT en animales programados y

controles.
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Objetivo 3: Analizar por inmunohistoquimica el nimero de neuronas vasopresinérgicas
cronicamente activadas, doblemente marcadas para AVP y Fra, en el SON y PVN en
animales programados y controles.
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MATERIALES Y METODOS

Los animales de experimentacion fueron ratas machos de la cepa Wistar de 2 meses de
edad (entre 200-250 gramos) las cuales fueron mantenidas en el bioterio del Instituto de
Investigacion Médica Mercedes y Martin Ferreyra, en jaulas individuales en una
habitacion con un ciclo de luz-oscuridad de 12:12h y temperatura controlada entre 20-22°
C. Cada animal fue provisto de agua y dieta comercial (conteniendo aproximado 0.18%
NaCl) ad libitum.

El manejo de animales y los protocolos experimentales cuentan con la aprobacion del
Comité de Etica que rige las normas de cuidado y uso de los animales de experimentacion
del Instituto (Cicual 20170803), de acuerdo con la Guia del Instituto Nacional de Salud
de Estados Unidos (NIH).

Apareamiento, gestacion, lactancia y destete.

Tal como se puede observar en la figura 3 que se encuentra a continuacion, las hembras
adultas se mantuvieron durante un periodo de adaptacién de una semana en las
condiciones correspondientes a cada manipulacién perinatal (MP), es decir, a los
animales programados se les ofrecié ad libitum agua, comida y solucion de NaCl
hipertonico (0.45M); por otro lado a los animales controles de la programacion solo agua
y comida. Posteriormente las hembras se colocaron en jaulas con machos adultos para el
apareamiento, manteniendo el acceso a la solucion hipertonica de sodio en el caso de
corresponder, la cantidad de dias necesarios hasta encontrar la presencia de
espermatozoides en vagina. Una vez confirmada la prefiez, las hembras gestantes se
colocaron en cajas individuales manteniendo las condiciones correspondientes. El dia del
parto fue tomado como dia posnatal 0 (DPNO). Al DPN21, se procedi6 a realizar el destete
de cada camada, momento en el cual las madres y sus crias hembra fueron eliminadas del
protocolo experimental. Los machos destetados al DPN21 permanecieron en las mismas
condiciones de MP hasta el DPN28 permaneciendo juntos como camada hasta la
realizacion de los experimentos, para disminuir el estrés por aislamiento. Luego del
DPNZ28 hasta que alcanzaron la adultez (DPN60), los animales conservaron condiciones
estandares de agua y comida ad libitum hasta que posteriormente fueron sometidos a los
diferentes procedimientos experimentales segin se detalla en actividades para cada

objetivo.
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Dascandencia (Machos)

+21d -284d

Cras destatadas

Disponibilidad de Agua, 0.45M CINa v comida Disponibilidad de agua

en animales programados y solo agua y comida en controles y comida

Figura 3.Esquema general del disefio experimental realizado como manipulacion perinatal (MP).

Grupos experimentales

- Grupo control no expuesto a NaCl: MP-Control. Animales con agua y comida ad
libitum.
- Grupo programado expuesto a NaCl: MP-Na. Animales con agua, comida y

solucion de cloruro de sodio hipertdnica (0.45M) ad libitum.

1. WESTERN BLOT

Obtencién de muestras

En primer lugar, los animales utilizados fueron sacrificados por decapitacion,
procedimiento que se llevd a cabo en la sala de cirugia del bioterio del Instituto. Los
cerebros fueron extraidos inmediata y cuidadosamente con elementos quirdrgicos, los
mismos se preservaron en papel aluminio en hielo seco (hasta finalizar con la recoleccion
de muestras) y se transfirieron a un freezer que los mantuvo a -80°C hasta el momento
del procesamiento del tejido.

Los cerebros congelados fueron cortados en un micrétomo de congelacién extrayéndose
rebanadas de tejido de 600 micras de dos areas: OVLT y SON, de acuerdo al atlas de
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Paxinos (Paxinos y Watson, 1997). En primer lugar se extrajo el OVLT para lo cual se
realiz6 un solo corte de 600 micras, por otra parte, para el SON se escindieron 1200 micras
de tejido, es decir, dos rebanadas de 600 micras. Una vez obtenidos los cortes se recolecto
una muestra correspondiente al area de interés especificamente, descartandose el tejido
cerebral restante. Por medio de la ayuda de un sacabocado de acero inoxidable (1,5mm
diametro interno y 2mm didmetro externo) se extrajeron los “micropunches”
correspondientes al OVLT (un punch central, Figura 4) y cuatro punch para el SON
(Figura 5). Los punch al ser extraidos se colocaron en un buffer con TBS 1X, 1 % de
Triton 100X, 1% de NP40 y un coctel inhibidor de proteasas para proceder a su

homogenizacion mecanica.

Bregma -0.11mm

Figura 4. Diagrama de un corte coronal del cerebro de rata. El circulo celeste representa la region donde
se realizo el punch para extraer el OVLT. Extraido y modificado de The rat brain. A stereotaxic atlas of the

forebrain and lower parts of the brain stem, Koning & Klippel, 1963.
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Figura 5. Representacion esquematica de la distribucion de las neuronas neurosecretoras magnocelulares
en las principales divisiones del nlcleo supradptico (SON), paraventricular (PVN), y nlcleos accesorios
(Acc) y sus proyecciones eferentes. Los circulos rojos representan las regiones donde se realizaron los
punchs para extraer el SON. Extraido y modificado de Paxinos, 2004.

Las muestras fueron homogeneizadas con jeringas utilizando agujas 0,5 x 16 mm 25G
5/8, este procedimiento se repitid hasta el momento en que no se observaron trozos de
tejido. Los homogenatos se centrifugaron en frio (4°C) a 13000 rpm por 5 minutos, luego

se recolecto el sobrenadante y el pellet fue descartado.

Cuantificacion de proteinas

A partir del sobrenadante recolectado luego de la centrifugacion se recogieron
aproximadamente 7-10 microlitros de cada muestra, los cuales se utilizaron para
determinar la concentracion de proteinas de acuerdo a la técnica de Lowry (Lowry et al.,
1951) utilizando un kit comercial de reactivos (Bio-Rad DC Protein Assay). Este estudio
fue llevado a cabo en microplacas de 96 pocillos donde se cargaron las muestras cuya
cantidad de proteinas era de interés cuantificar. La lectura de las placas se realiz6 en un
espectrofotometro ELISA (NanoDrop), obteniendo los valores de absorbancia a 750 nm.
A partir de los valores de absorbancia obtenidos se construy6 un grafico de dispersion, a
partir del mismo se obtuvo la ecuacion de la recta con la que fue posible calcular la

cantidad de microgramos de proteina por microlitro de muestra (ug/ul).
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Electroforesis

Las muestras fueron preparadas agregando buffer Laemmli 2X (0,125M TRIS-HCI, pH:
6.8, 4% SDS 4%, 20% Glicerol y azul de bromofenol) con 6% [-mercaptoetanol; las
mismas se calentaron a 95°C por 5 minutos para desnaturalizar las proteinas. Se
sembraron 40 ug de proteina total por carril en geles de poliacrilamida al 10% con SDS
(PAGE-SDS). Las proteinas fueron separadas por electroforesis a 80V constante. A
continuacidn se procedio a la transferencia de las proteinas separadas desde el gel hacia
una membrana de nitrocelulosa de 0,2 um (Bio-Rad) mediante la técnica de transferencia
humeda a voltaje constante de 25V, durante toda la noche, a 4°C. Finalizada la
transferencia, las proteinas presentes en la membrana se tifieron con solucién de rojo

Ponceau para corroborar el correcto traspaso.

Inmunodeteccion

La membrana fue incubada por dos hora a temperatura ambiente en una solucion de TBS
con Tween al 0,05% (solucion TTBS) y con leche descremada al 5%, para bloquear las
uniones inespecificas. A continuacion se incub6 con el anticuerpo primario policlonal
anti-TRPV1 rabbit (dilucion 1:500 - Alomone, numero de catalogo: ACC-030), durante
toda la noche, a 4°C en agitacion. Posteriormente a la membrana se le realizaron tres
lavados de 5 minutos con TTBS y fue incubada con el anticuerpo secundario fluorescente
anti-rabbit (dilucién 1:3000 - LI-COR 800) durante una hora a temperatura ambiente, en
agitacion. A continuacion, la membrana fue revelada por fluorescencia en el rango
infrarrojo mediante scanner Odyssey (LI-COR Biosciences).

Para comprobar que se hubiesen sembrado las mismas cantidades de proteina en todos
los carriles, se procedio a la determinacion y revelado de proteinas control en la misma
membrana, incubandola con el anticuerpo primario monoclonal anti-GAPDH mouse
(diluciéon 1:2500 — Ambion, USA) y con el anticuerpo primario monoclonal anti-
atubulina mouse (dilucién 1:50000 —Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) durante
toda la noche, a 4°C en agitacion. Al dia siguiente, se realizaron tres lavados de 5 minutos
con TTBS y se incub6 con el anticuerpo secundario fluorescente anti-mouse (dilucién
1:5000 - LI-COR 680) durante una hora a temperatura ambiente y en agitacion. Luego la
membrana fue revelada por fluorescencia en el rango infrarrojo mediante scanner
Odyssey (LI-COR Biosciences).

Las bandas obtenidas fueron cuantificadas, incluyendo el area e intensidad de la banda,

utilizando el programa de analisis de imagenes FI1JI (http:/fiji.sc/) utilizando el plugin
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Gel Analizer. Se efectud un cociente entre la banda de proteina de interés (TRPV1 y
GAPDH o Tubulina). Luego los valores obtenidos para el grupo MP-Na fueron
normalizados con respecto a su correspondiente grupo MP-Control y sobre los valores

normalizados se efectu6 el analisis estadistico.

2. INMUNOHISTOQUIMICA

Obtencion de la muestra

A los fines de analizar los efectos cronicos en las distintas &reas cerebrales involucradas
en la regulacion del balance hidrosalino, producidos por la manipulacion perinatal, los
cerebros de los animales programados y controles fueron fijados cuando alcanzaron la
adultez (60 dias) y sin ninguna manipulacion posnatal, tal como se describe a
continuacidn. Alcanzada dicha edad, fueron anestesiados y perfundidos intracardialmente
por el ventriculo izquierdo con solucién salina 0,9% con heparina y posteriormente con
paraformaldehido 4%. Luego se procedio a la extraccion de los cerebros, los cuales fueron
sumergidos por 24 horas en fijador y luego se colocaron en una solucion de sucrosa al
20% hasta el momento del procesamiento de los mismos. Posteriormente se continué con

el procedimiento inmunohistoquimico que se detalla inmediatamente después.

Procedimiento Inmunohistoquimico

Los cerebros fueron cortados en secciones coronales de 40um utilizando un micrétomo
de congelacion. Lo cortes fueron lavados tres veces por 5 minutos en PB 0.01M. Luego
se realiz6 un bloqueo de la peroxidasa endogena de las secciones por una hora en
agitacion utilizando una solucién de peroxido de hidrégeno (H202) 10% y metanol 10%.
Posteriormente se lavaron los cortes en PB 0.01M tres veces por 5 minutos y se
bloquearon las uniones inespecificas incubando las muestras en una solucion de suero
normal de caballo (NHS) al 10% durante una hora en agitacion.

Todas los cortes de cada cerebro fueron primero procesadas para la inmunomarcacion
nuclear a Fra, utilizando el anticuerpo policlonal anti-fra rabbit (c-fos K25, Santa Cruz
Biotechnology, SantaCruz, CA, USA), el cual reconoce los aminoacidos 128- 152 en la
region NH2 de Fos, siendo capaz de unirse a la proteina Fos, Fos B, Fra 1y Fra 2. Los
cortes fueron mantenidos en solucién de incubado toda la noche a temperatura ambiente

en agitacion, la cual contenia 0.3% Tritdn, 2% de Normal Horse y el anticuerpo primario
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(dilucion 1:1000). Al dia siguiente, los cortes se lavaron tres veces por 5 minutos en PB
0.01M. Inmediatamente después se procedi6 a la incubacion en el anticuerpo secundario
biotinilado especifico contra la especie donde se corri0 el anticuerpo primario, anti- rabbit
(dilucion 1:250 en NHS 1% - PB 0.1 M) durante una hora en agitacion. Nuevamente se
realizaron tres lavados como se mencion0 anteriormente. Los cortes fueron incubados en
el complejo ABC, avidin-biotin-peroxidasa, (dilucién 1:200 - Vector Laboratories Inc.,
Burlingame, CA, USA), el cual se prepard adicionando dos gotas de agente A 'y dos gotas
de agente B en 5 ml de PB 0.1M. Se realizaron tres lavados en PB 0.01M de 5 minutos
cada uno. Subsiguientemente se procedio al revelado utilizando Diaminobencidina (DAB
- Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) como cromégeno. A fin de distinguir los
colores de las inmunomarcas nuclear y citoplasmatica, la reaccién de Fra-Li se revel6
agregando cloruro de cobalto y sulfato de niquel ambos al 1%, al medio con DAB (DAB
intensificada), lo cual da al producto de reaccion nuclear un color violeta oscuro, diferente
del caracteristico marron de la peroxidasa a nivel citoplasmatico que se utilizd
posteriormente para marcar AVP.

Por ultimo, para la marcacion citoplasmatica de AVP, se utilizé un anticuerpo primario
policlonal anti-AVP rabbit (dilucion 1:1000 - ir-AVP - generosamente donado por el Dr.
Harold Gainer- NIH, Bethesda, USA). Luego se procedid a la incubacion en el anticuerpo
secundario biotinilado anti- rabbit (dilucién 1:250 en NHS 1% - PB 0.1 M), durante una
hora en agitacion. El revelado se realizé procediendo de igual manera que con Fra-Li,
pero en este caso a la solucién de DAB no se le agregaron sales, tal como se menciond
anteriormente, para diferenciar la marca nuclear de la citoplasmatica.

Finalmente, los cortes fueron montados en portaobjetos utilizando Gelatina de Albrecht
(1,5% gelatina/Alcohol 80%), los cuales se dejaron secar a temperatura ambiente, luego
se colocaron en Xileno para desengrasarse, se cubrieron con medio de montaje y por
ultimo se coloco el cubreobjetos. La visualizacidn microscopica del tejido permitié el
analisis del patron espacial de las inmunomarcas que luego se analizaron empleando un
sistema de videomicroscopia. Las imagenes fueron capturadas por una camara de video
de alta resolucion, la cual se encuentra acoplada a un microscopio Axioskop 35M (Zeiss),
provisto de Optica para campo claro. Luego se enviaron a una computadora dotada de un
programa digitalizador y cuantificador de imagenes (Videoblaster/ Scionlmage, NIH). El
procedimiento de inmunomarcacion doble y el método de cuantificacion que se utilizd

fue previamente descrito por Godino et al., 2015.
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Previamente en nuestro laboratorio se evalu6 la especificidad de los anticuerpos c-Fos
(Ab-5, Oncogene Science, Manhasset, NY, USA) y Fra-Li (c-fos K25, Santa Cruz
Biotechnology, SantaCruz, CA, USA), en otro modelo animal, en estado basal (Figura 6).
Se observé que practicamente no hay marcacion c-Fos (utilizando el anticuerpo Ab-5,
Oncogene Science, Manhasset, NY, USA) y si se observa inmunomarcacion para Fra-Li
(utilizando el anticuerpo c-fos K25, Santa Cruz Biotechnology, SantaCruz, CA, USA),
corroborando que esta ultima se mantiene presente por periodos largos de tiempo

posteriores al estimulo.

Figura 6. Microfotografia que muestra en el PaMM la inmunoreactividad a c-Fos (A) y Fra-Li (B) en
secciones secuenciales del mismo animal. Se puede observar que en estado basal no se observa
practicamente marca de c-Fos y si abundante marca de Fra-Li, validando la marca cronica observada por el

anticuerpo k25 en nuestro modelo (Magnificacion 10X). Barra de escala: 100 uM.

Anélisis cuantitativo y citoarquitecténico

Los nucleos cerebrales analizados fueron identificados y delimitados de acuerdo al atlas
del cerebro de rata de Paxinos y Watson (1997). En el PVN el nimero de nacleos Fra-Li
positivos fue contado en dos subnicleos: magnocelular medial (PaMM) y magnocelular
lateral (PaML), cuya distancia del bregma es -1,30 mm y -1,8mm, respectivamente. La
inmunomarcacion a Fra-Li de las neuronas pertenecientes a los nicleos restantes fue
analizada en un solo nivel. La distancia en relacion al bregma de cada nucleo analizado
se menciona a continuacién, SON: -0.8 mm (seccion anterior) y -1.3mm (seccion
posterior), SFO: -0.92mm, OVLT: -0.20mm.
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La inmunoreactividad a Fra-Li nuclear fue cuantificada utilizando un sistema
computarizado que incluye un microscopio Zeiss acoplado con una cdmara digital Leica
DC 200. Las células positivas para Fra-Li en cada seccion y la doble marcacion fueron
analizadas manualmente mediante la visualizacion en el microscopio de la seccion
representativa y sin conocer el grupo al cual pertenecia la seccion. El recuento se realizo
en cuatro animales de cada condicidn experimental y se repitié al menos dos veces en

cada seccion analizada.

3. ANALISIS DE OSMOLARIDAD Y ELECTROLITOS EN PLASMA

Para llevar a cabo este procedimiento se utilizé el mismo grupo de animales que para el
ensayo de western blot. Las muestras de sangre troncal se recolectaron en tubos de
polipropileno de 15ml que contenian 50 pl EDTA (2 mg/ml de sangre), inmediatamente
las mismas fueron centrifugadas (en una centrifuga Eppendorf®, Model 5415D) en frio
(4°C), a 3000 rpm por 20 minutos. Luego, se recolectd el plasma (sobrenadante),
descartandose el pellet. Las muestras de plasma fueron almacenado a -20°C hasta el
momento del analisis.
Se determinaron los siguientes parametros:
e Osmolaridad plasmatica, la cual fue determinada utilizando un osmoémetro de
presion de vapor (VAPRO 5520).
e Concentracién de electrolitos plasmaticos, para la determinacion de la
concentracion de electrolitos ([Na'], [CIT), se utilizo la técnica de 16n Selectivo
(lon Selective Electrode; Hitachi Modular P+ISE. Roche Diagnostic, Mannheim,

Alemania).

Anélisis estadistico de los resultados

Para el ensayo de western blot, para el analisis inmunohistoquimico, para el analisis de la
inmunomarcacion simple (Fra-Li) y doble (Fra-AVP), y para los parametros plasmaticos
se realiz6 un test de Student (t-test), comparando siempre el grupo MP-Control con el
grupo MP-Na. En todos los casos los resultados fueron expresados como Media (M) +

Error Estandar (ES). Un nivel de p<0.05 fue considerado estadisticamente significativo.
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RESULTADOS

Experimento 1

Efecto de la programacion perinatal sobre la expresion del canal TRPV1 en el
OVLT.

Como se describié previamente en la introduccion, diversos estudios demostraron que
TRPV1 se activa por los cambios en el volumen celular ocasionados (contraccion) por el
aumento en la osmolaridad del liquido extracelular. Como una primera aproximacion en
este trabajo se analizo la expresion del canal idnico TRPV1 en el OVLT, una de las areas
cerebrales dotada de neuronas osmosensoras intrinsecas del SNC, para evaluar si existe
algun efecto de la programacién perinatal a este nivel.

El andlisis estadistico del cociente entre la marca de TRPV1 y su control carga tubulina
(t 278 = -0,06; p= 0,96) muestra que no hay diferencias significativas en la expresion
proteica de TRPV1 en animales pertenecientes al grupo MP-Na, con respecto a los del
grupo MP-Control (Figura 7 A). En la figura 7 B se muestran imagenes representativas
de las bandas de cada condicion experimental. Tubulina forma parte del citoesqueleto,
que media la contraccién celular, para descartar que el resultado esté influenciado
posiblemente por este efecto, normalizamos ademas las bandas de TRPV1 con GAPDH
(un control de carga alternativo) y se observo un resultado similar (datos no mostrados).
Estudios futuros que exceden esta Tesina intentaran demostrar si la programacion
perinatal induce cambios en la interaccion de este canal i6nico y componentes del

citoesqueleto.
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Figura 7. Expresién de TRPV1 en el OVLT (A) Cuantificacion de TRPV1 normalizado con Tubulina
(unidades arbitrarias normalizadas al 100% en el control) en el OVLT. Cociente (TRPV1/Tubulina) de las
lecturas correspondientes a las bandas expresadas en unidades densométricas arbitrarias, en animales
pertenecientes al grupo MP-Control (n=2) y MP-Na (n=4). Los valores se expresan como MzEE (B)
Inmunoblot representativo mostrando la expresién de TRPV1 con su respectivo control de carga, en el

OVLT, en animales pertenecientes al grupo MP-Na, con respecto al grupo MP-Control.

Efecto de la programacion perinatal sobre la expresion del canal TRPV1 en el SON.
Posteriormente se analizd la expresion del canal TRPV1 en el SON, el cual posee las
células neurosecretoras magnocelulares liberadoras de AVP que también son
osmosensoras intrinsecas debido a la presencia de TRPV1. Al no encontrar cambios en el
OVLT y sabiendo que el mismo envia proyecciones axonales al SON, se evaluo si existia
algun efecto de la programacion perinatal a este nivel.

No se detectaron diferencias significativas en los niveles de expresién del TRPV1
(normalizado con tubulina) en el grupo MP-Na comparado con el control (t 245=0,63; p=
0,54) (Figura 8). En la figura 8 B se muestra un inmunoblot representativo perteneciente

a cada una de los grupos experimentales.
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Figura 8. Expresion de TRPV1 en el SON (A) Cuantificacion de TRPV1 normalizado con Tubulina
(unidades arbitrarias normalizadas al 100% en el control) en el SON. Cociente (TRPV1/Tubulina) de las
lecturas correspondientes a las bandas expresadas en unidades densométricas arbitrarias, en animales
pertenecientes al grupo MP-Control (n=4) y MP-Na (n=4). Los valores se expresan como M+EE (B)
Inmunoblot representativo mostrando la expresién de TRPV1 con su respectivo control de carga en el SON,

en animales pertenecientes al grupo MP-Na, con respecto al grupo MP-Control.
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Experimento 2

Patron cerebral basal de actividad o inmunoreactividad a Fra-Li en animales
adultos programados y controles en los érganos circunventriculares de la lamina
terminalis.

En lo que respecta al SFO, el anélisis estadistico revelé que no hay diferencias
significativas (t 244= -0,87; p= 0,42) en cuanto al numero de neuronas cronicamente
activadas en los animales provenientes del modelo MP-Na, con respecto al grupo MP-
Control (Figura9 Ay B (A-B)).
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Figura 9. Patron de inmunoreactividad a Fra-Li en los OCVs (A) Numero de neuronas Fra-Li positivas
en el SFO y OVLT, en animales MP-Control y MP-Na. Los valores se expresan como M£EE. (*) DS entre
MP-Control vs. MP-Na, p< 0,05 (B) Fotomicrografias que muestran el patrén de inmunoreactividad a Fra-
Li enel SFO (A-B) y en el OVLT (C-D) en animales del grupo MP-Control (A-C) y del grupo MP-Na (B-

D). Las fotografias se muestran en una magnificacion 10X. Barra de escala: 100 pM.

Al analizar el OVLT, se observo una diferencia significativa (t 2.44= -3,22; p= 0,02) en el
numero de neuronas Fra-Li positivas de animales MP-Na, con respecto a los MP-Control
(Figura 9 A y B (C-D)). Los animales pertenecientes al modelo MP-Na mostraron un
mayor numero de neuronas cronicamente activadas, en relacion a los MP-Control (MP-
Control: 105,5 £ 21,85 vs MP-Na: 308,5 + 59,01).
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Patrén cerebral basal de actividad o inmunoreactividad a Fra-Li y doble
inmunoreactividad de Fra combinada con vasopresina (Fra-AVP) en animales
adultos programados y controles en ndcleos hipotalamicos.

En estos nucleos, se cuantificd el nUmero de neuronas inmunoreactivas a Fra-Li, como

asi también el nimero de neuronas con inmunomarcacion doble (Fra-AVP).

Ndcleo supradptico hipotaldmico

La cuantificacion del SON se realizd en dos secciones, una ubicada en posicion anterior
y otra posterior, de la correspondiente area (cuya distancia del bregma es -0.8 mm vy -
1.3mm respectivamente). No se observé en este nucleo una actividad neuronal (Fra-Li)
significativamente diferente en los animales MP-Na, con respecto a MP-Control (Figura
10 A). Este patrén se mantuvo en ambas secciones del SON, la anterior y posterior (t 2.44=

-1,09 y p=0,32; t 257= -0,39 y p= 0,72; respectivamente).
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Figura 10. Inmunoreactividad a Fra-Liy Fra-AVP en el SON y PVN (A) Numero de neuronas Fra-Li
positivas (B) Numero de neuronas Fra-AVP positivas, en el SON (en una seccion anterior y en otra
posterior) y en las subdivisiones magnocelulares del PVN: PaLM y PaMM, en animales MP-Control y MP-

Na. Los valores se expresan como M+EE. (*) DS entre MP-Control vs. MP-Na, p <0,05.

Al cuantificar el nimero de neuronas que ademas de estar activas (Fra-Li), mostraron un
fenotipo vasopresinérgico (Fra-AVP positivas), se encontrd un patron de actividad de
éstos nucleos disimil al mencionado anteriormente (Figura 10B y 11 A, B, C, D).
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En los animales provenientes del modelo MP-Na se observd una disminucion
significativa del numero de neuronas vasopresinérgicas cronicamente activadas, con
respecto a los animales MP-Control, esto se pudo visualizar en la seccion anterior y
posterior correspondientes al nlcleo supradptico analizado (t 257= 2,52 y p=0,05; t 257=
2,99 y p= 0,03, respectivamente). Obteniéndose los siguientes valores de MEE en el
SON anterior, MP-Control: 95 + 11,59 vs MP-Na: 60,25 + 8,3 y en el SON posterior,
MP-Control: 88 + 15,59 vs MP-Na: 46 + 4.42.

Por ultimo, se cuantificd el nimero de neuronas totales positivas para AVP y se observd
que tanto en el SON anterior como en el SON posterior, no hay diferencias significativas
(t257=1,33yp=0,24; t257= 0,24 y p= 0,82, respectivamente) en el nimero de neuronas
vasopresinérgicas entre animales MP-Na y MP-Control

Nucleo paraventricular hipotaldmico

Con respecto al nucleo paraventricular se analizaron las subdivisiones magnocelulares
PaLM y PaMM. No se observO en estas &reas una actividad neuronal (Fra-Li)
significativamente diferente entre los animales del grupo MP-Na con respecto a los del
grupo MP-Control (Figura 10A), tanto en el PaLM como en el PaAMM (t 244=-0,38 y p=
0,72; t 2,44= 0,84 y p= 0,43; respectivamente).

Ademas, se cuantificaron el numero de neuronas vasopresinérgicas cronicamente
activadas (neuronas Fra-AVP positivas) en las subdivisiones mencionados anteriormente
(Figura 10B). Se encontré el mismo patron que para Fra-Li en PaMM, es decir, no hay
diferencias significativas en el nimero de neuronas vasopresinérgicas cronicamente
activadas entre los animales MP-Na y MP-Control (t 2,44= 0,36; p=0,74). En cambio, en
el PaLM, como se muestra en la figura 11 E y F, se encontrd que los animales del grupo
MP-Na presentaban un aumento significativo del nUmero de neuronas inmunoreactivas a
Fra (t 2.44= -3,01; p= 0,02), que ademas presentaban un fenotipo vasopresinérgico, con
respecto a los animales bajo un tratamiento MP-Control (MP-Control: 85,75 + 13,89 vs
MP-Na: 142,25 +12,66).

Ademas, se cuantificaron el nimero de neuronas AVP positivas totales y se observo que
en el PAMM y PaLM, no hay diferencias significativas (t 2,44= 2,62 y p= 0,08; t 2,44= 1,25
y p=0,26, respectivamente) en el numero de neuronas AVP totales en animales
pertenecientes al grupo MP-Na, con respecto al grupo MP-Control.
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Figura 11. Fotomicrografias que muestran el patron de inmunomarcacion doble a Fra-AVP en el nicleo
supradptico (SON Anterior, A-B; SON posterior C-D) y en la subdivisién magnocelular lateral del ntcleo
paraventricular (PaLM, E-F), de animales pertenecientes al grupo MP-Control (A, C, E) y del grupo MP-
Na (B, D, F). Las fotografias se muestran en una magnificacién 10X, con una barra de escala= 100uM. En
el extremo superior derecho de cada fotografia se muestra una magnificaciéon mayor de las mismas (40X),
con una barra de escala= 50 uM.
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Numero de neuronas Fra-Li

Continuando con el andlisis del ndcleo paraventricular, también fue posible analizar la
subdivision parvocelular medial del PVN: PaMP.

En el PaMP no se observaron diferencias significativas (t 244= -1,21; p=0,27) del nimero
de neuronas cronicamente activadas entre los animales sometidos a un tratamiento de
MP-Na y a un tratamiento MP-Control (Figura 14A).

PaMP - PVN B PaMP - PVN
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Figura 12. Inmunoreactividad a Fra-Li y Fra-AVP en PaMP (A) NUmero de neuronas Fra-Li positivas
y (B) nimero de neuronas Fra-AVP positivas, en la subdivision parvocelular del PVN: PaMP, en animales

MP-Control y MP-Na. Los valores se expresan como M+EE.

Por dltimo, se cuantificaron las neuronas vasopresinérgicas cronicamente activadas
correspondientes a la subdivisién parvocelular medial del PVN (Figura 12 B). Al realizar
el analisis estadistico, no se observaron diferencias significativas en cuanto al nimero de
células positivas para Fra 'y AVP, en animales MP-Na, con respecto a los animales del
tratamiento MP-Control (t 244= 0,39; p=0,71).
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Experimento 3

Pardmetros plasmaticos: analisis del efecto de la programacion perinatal en la

osmolaridad y en la concentracién electrolitica.

A los fines de evaluar si el consumo voluntario de sodio materno es capaz de afectar la

natremia y la osmolaridad basal en la descendencia adulta, determinamos en el plasma de

las crias al dia posnatal 60 la concentracion de sodio, cloro y la osmolaridad. Como se

puede observar en la tabla 1, no se observaron diferencias estadisticamente significativas

en la concentracion de sodio y cloro (t=0,55 y p=0,6; t=0,38 y p= 0,72; respectivamente)

asi como tampoco en la osmolaridad del plasma (t=2,06; p= 0,09) de las crias sometidas

a una programacion perinatal, con respecto a las crias control.

Tabla 1.Valores correspondientes a los parametros plasmaticos: [Na®], [CI] vy

osmolaridad, en animales pertenecientes a los grupos MP-Control y MP-Na.

Tratamiento [Na*] [CI] Osmolaridad
mEq/I mEq/I mOsm/kgH20

MP-Control 145,75 + 1,31 92,75+0,85 283,38 + 3,97
MP-Na 144,25 + 2,39 92,00 +1,78 271,75+ 4,03

Valores expresados como M£EE en animales MP-Control y MP-NA.
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DISCUSION

El presente trabajo permite profundizar el analisis acerca de los efectos del consumo
materno voluntario de sodio en la descendencia adulta, aportando un posible sustrato del
circuito osmosensor a nivel neuronal y molecular sobre el cual se modulen las alteraciones
conductuales y enddcrinas observadas ante desafios osmoticos en trabajos anteriores
(Macchione et al., 2012, 2015). En ese sentido este patron de consumo materno produjo
en la descendencia adulta un incremento en la actividad cronica del OVLT, una
disminucion de la actividad basal de las neuronas vasopresinérgicas a lo largo del SON y
un incremento a lo largo de las células magnocelulares del PVVN. Sin embargo, el consumo
materno de sodio no afecto la expresion del TRPV1 en el SON y OVLT en los animales
programados en relacion a los controles.

Al analizar los parametros plasmaticos en individuos adultos, en estado basal, sometidos
a una manipulacion temprana con NaCl hipertonico, no observamos diferencias con
respecto a sus controles. Este resultado podria indicar que estas variables son mantenidas
ya que existen multiples mecanismos compensatorios para regular la osmolaridad debido
a que es fundamental para la supervivencia de los seres vivos. Los animales
osmoreguladores han desarrollado mecanismos que mantienen la osmolaridad del ECF
cerca de un valor estable. Estos mecanismos involucran respuestas conductuales,
autonomicas, renales y endocrinas fisiologicas que se oponen activamente a las
perturbaciones osmaticas y sirven para restaurar la osmolaridad del ECF hacia un "punto
de referencia" osmético aparentemente fijo (Ganong, 2010). La regulacion de la
osmolaridad de los fluidos extracelulares es de gran importancia ya que los grandes
cambios en la osmolaridad pueden causar sintomas neurologicos severos debido a los
efectos de las concentraciones de electrolitos alteradas en la excitabilidad neuronal y el
trauma fisico que puede ser causado por tales condiciones (Bourque, 2008). En trabajos
previos con el mismo modelo de MP, también se evaluaron los parametros plasmaticos,
en las madres y crias hembras al DPN21. Las crias del grupo MP-Na presentaron un
aumento en la concentracion de sodio plasmatica y en la osmolaridad del plasma con
respecto a las controles (Macchione et al., 2012). Posiblemente, el sistema de excrecion
renal no sea lo suficientemente eficiente y/o maduro en las crias para eliminar el sodio
consumido en exceso (tanto el proveniente de las madres a través de la leche como el

consumido directamente por ellas durante la uUltima semana de lactancia), lo cual
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resultaria en la acumulacion de dicho electrolito en el organismo (Macchione et al., 2012
y 2015). Los animales adultos, con un sistema renal bien desarrollado y con la posibilidad
de eleccion libre de agua y sodio, sean posiblemente capaces de realizar un coctel
necesario para reestablecer el balance hidrosalino. Es decir, que la osmolaridad
plasmatica de la descendencia MP-Na adulta es normal y no representa un estimulo
adicional en esta etapa del desarrollo donde analizamos a nivel cerebral la actividad de
areas osmosensoras Y la expresion de TRPV1 basal, sin ningun tratamiento posnatal.

En el presente trabajo se utilizo la técnica de inmunohistoquimica para la deteccion de
Fra-Li, un marcador sensible para la activacion neuronal a largo plazo, en crias adultas
expuestas prenatalmente a una solucion hipertonica de NaCl, sin recibir una manipulacién
posterior. FRAs se han implicado en cambios fenotipicos a largo plazo después de
estimulos cronicos, tonicos y repetidos o desinhibicion neuronal (Kovéacs, 1998). El
anticuerpo K-25, utilizado en este trabajo, reconoce a todas las proteinas de la familia
Fos. Como consecuencia, la inmunoreactividad observada puede representar no solo un
aumento en las proteinas Fra sino también un aumento en Fos o Fos-B. Sin embargo, Fos
normalmente alcanza un pico maximo a partir de los 30 minutos a 1 hora, comienza a
disminuir a las 2 horas y esta esencialmente ausente a las 4 horas después de la
introduccion del estimulo. Con la estimulacién continua, los niveles elevados de Fos
disminuyen y permanecen en los valores basales. Fra aparece entre 1 y 3 h después del
estimulo y puede persistir hasta mas de 4 semanas (Vahid-Ansari & Leenen, 1998). En
ese sentido, en estudios anteriores caracterizamos la marca de este anticuerpo (k-25) y de
c-Fos (Ab-5, Oncogene Science, Manhasset, NY, USA) en animales basales y no se
observa practicamente marcacion c-Fos y si para Fra-Li (Figura 6).

Nuestros resultados indican que los animales programados (MP-Na) tiene un patron de
activacion alterada a lo largo del OVLT, considerado el osmosensor cerebral por
excelencia. MP-Na presenta un aumento en la actividad cronica basal (Fra-Li) en relacion
a los controles. Esto podria indicar que los animales MP-Na presentan un patron de
activacion basal incrementado como consecuencia de la MP en relacion a los controles.
En sintonia con estos datos, se ha descripto una via monosinaptica desde el OVLT al SON
encargada de regular la liberacién de AVP ante aumentos en la osmolaridad sistémica
(Richard and Bourque, 1995, Bourque et al., 2008). Este aumento en la actividad basal
posiblemente refleje una mayor actividad de las neuronas aferentes al SON con el fin de
incrementar la actividad basal de AVP en el SON que se encuentra disminuida en los

animales programados (Figura 10 B). Conjuntamente estos resultados demuestran que el
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mecanismo de osmorecepcion OVLT-SON-AVP ha sido alterado durante el consumo
materno voluntario de sodio afectando las respuestas osmoregulatorias de las crias.

En nuestros trabajos anteriores (Macchione et al., 2012, 2015) observamos que los
animales adultos descendientes de madres con consumo voluntario de solucion
hipertonica (MP-Na) muestran a nivel del SON un aumento en la actividad aguda
evidenciada por inmunoreactividad c-Fos (utilizado en estimulos agudos) en las neuronas
vasopresinérgicas ante una deplecién de sodio (Macchione et al., 2012). Ademas,
observamos previamente una disminucion en la expresion del ARNm de AVP ante una
sobrecarga de sodio corporal (Macchione et al., 2015). En el presente trabajo observamos
una disminucidn en la actividad cronica basal (Fra-Li) de las neuronas AVP a nivel del
SON en los animales del grupo MP-Na, el cual es considerado uno de los ndcleos
involucrados en el mantenimiento del balance hidrosalino, ocasionada por el consumo
materno temprano voluntario de sodio, ya que estos no reciben ninguna manipulacion
posterior. Este patrén cronico diferencial podria explicar la mayor activacion del sistema
vasopresinérgico observada ante un desafio osmotico como un estado de hipovolemia
inducido por deplecion de sodio (Macchione et al., 2012). Es decir, se necesitaria una
actividad aguda mayor para compensar la actividad basal deficiente y lograr una respuesta
compensatoria a dicho desafio hipovolémico. Durante la deplecion de sodio corporal los
receptores de volumen/presion activan al sistema AVP para evitar la caida en la presion
sanguinea arterial y aumentar la reabsorcion de agua para restablecer la volemia (Stricker
& Verbalis, 1986). Por el contrario, en trabajos previos, en un modelo de alteracion del
balance hidrosalino antagénico como la sobrecarga de sodio e hiperosmolaridad (estimulo
por excelencia que activa al sistema AVP), observamos que no hay un aumento en el
ARNmM de AVP en comparacion con el grupo control (MP-Control) y tampoco cambios
en la actividad o ir-Fos de las neuronas vasopresinérgicas. Los presentes resultados
muestran en concordancia, que hay una menor actividad cronica (Fra-Li) en esas
neuronas, posiblemente implicada en la menor respuesta del ARNm de AVP ante el
estimulo osmotico observada en los trabajos previos (Macchione et al., 2015). Este mismo
patrén se ha visto en otros modelos de manipulacion perinatal donde por ejemplo la
exposicion intrauterina a alcohol disminuye la sintesis y liberacién de AVP ante estimulos
osmoticos (Knee et al., 2004; Bird et al., 2006). Es decir que el sistema AVP es un sistema
neuroplastico susceptible a los estimulos tempranos.

El consumo materno de sodio provoc6 también un aumento en la actividad crénica basal

de las neuronas vasopresinérgicas a nivel de la subdivision lateral magnocelular del
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nucleo paraventricular (PaLM) en las crias adultas. Esta estructura, si bien también
participa de la respuesta osmdtica, recibe ademas numerosas aferencias de areas de
integracion de orden superior que modulan respuestas de indole afectivas o emocional
como la agresion, el estrés, cuidado de las crias, etc (Hernandez et al., 2016; Neumann &
Landgraf, 2012; Paxinos, 2004). En coincidencia con este resultado, estudios previos de
exposicion intrauterina a dosis moderadas de alcohol han encontrado también un
incremento en el numero de neuronas vasopresinérgicas cronicamente activadas a nivel
del PaLM (Godino et al., 2015). En este modelo de exposicion prenatal a etanol se ha
observado que los animales presentan, ademas, durante la adolescencia, preferencia por
el alcohol y conductas ansiégenas en relacién al grupo no programado (Godino et al.,
2015, Wille-Bille et al., 2018). En estudios del grupo de Zhang y colaboradores
(Hernandez et al., 2012, 2015, 2016), utilizando un modelo separacion materna temprana,
han observado que esta manipulacion tiene relacion directa tanto con una potenciacion
del sistema AVP hipotaldmico, aumentando la actividad (c-Fos) y el RNAm de AVP en
las neuronas vasopresinérgicas, como un incremento en las conductas ansiogénicas.
Ademas, demostraron que las MNCs AVP tienen proyecciones extraneurohipofisarias
hacia areas involucradas en conductas sociales y afectivas tales como el hipocampo,
habénula, amigdala central, y que muchas de estas proyecciones son fortalecidas en los
individuos que han experimentado separacién materna temprana. ES decir, que
posiblemente esta mayor activacion Fra-AVP en esta area (PaLM) sea parte de una
respuesta compensatoria al estimulo temprano mediada por vias superiores, y que tenga
implicancia en la alteracion de otro tipo conductas; sin embargo se necesitarian
experimentos que demuestren esta hipdtesis.

Como se menciono en el apartado de la introduccion, es ampliamente conocido que el
control osmatico de la secrecion de AVP desempefia un papel clave en la osmoregulacién
sistémica debido a su capacidad para estimular la reabsorcion de agua a nivel renal. Junto
con los cambios adaptativos en la sed, los ajustes de retroalimentacion en la secrecion de
AVP mediada por cambios en la osmolaridad del plasma proporcionan los mecanismos
principales responsables de la osmoregulacion sistémica en los mamiferos (Prager-
Khoutorsky & Bourque., 2015). Se ha demostrado que las células del OVLT y las MNCs
presentan una capacidad osmosensora intrinseca a traves de canales catidnicos
inactivados por estiramiento, el canal TRPV1 (Bourque, 1998; Voisin & Bourque, 2002;
Bourque et al., 2002). Estas células se despolarizan e hiperpolarizan ante un aumento y

diminucién de la osmolaridad plasmatica respectivamente modulando la liberacion de
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AVP. Estas evidencias junto con los presentes resultados podrian indicar que distintos
eventos programadores ocurridos durante la etapa perinatal pueden alterar basalmente los
mecanismos que subyacen a la regulacion de la liberacion de AVP afectando tanto
directamente a las MNCs como indirectamente a través de las proyecciones
monosinapticas que reciben del OVLT. Por ese motivo analizamos ademas la expresion
génica del canal TRPV1 a nivel del SON y del OVLT por western blot, otro posible target
del mecanismo osmosensor. Con respecto a este analisis, no se encontraron diferencias
en el grupo MP-Na, con respecto al MP-Control. Como se mencion0 anteriormente,
TRPV1 interactia con componentes del citoesqueleto como tubulina, esta ultima posee
unos residuos de glutamato Illamado gancho E, el cual se une a proteinas asociadas a
microtubulos, tales como Maps, Tau, entre otras (Goswami et al., 2007). Ademas, por
numerosos analisis tanto protedmicos como bioquimicos se pudo confirmar que el
extremo C-terminal de TRPV1 (TRPV1-Ct) es suficiente para la interaccion con tubulina,
mientras que el extremo N-terminal de TRPV1 (TRPV1-Nt) aparentemente no interactlia
(Goswami el al., 2004). TRPV1 preferiblemente interactla a través de su dominio C-
terminal con B-tubulina y en menor medida también con a-tubulina formando asi un
complejo de alto peso molecular. Ademaés, diferentes modificaciones post-
transduccionales, como tubulina tirosinada, tubulina detirosinada, tubulina acetilada,
tubulina poliglutamilada, tubulina fosforilada interactdan con el extremos C terminal de
TRPV1 (Goswami el al., 2007). A partir de los resultados obtenidos y de los antecedentes
mencionados, al no encontrar un efecto de la programacion perinatal sobre la expresion
del canal, procederemos a evaluar si ésta genera algin cambio en las interacciones del
canal. Esto sugiere un posible blanco de estudio para evaluar si la programacion perinatal,
inducida por el consumo materno voluntario de sodio hipertonico, tiene algln efecto en
la interaccion entre TRPV1-tubulina y si la misma ejerce modificaciones post-
transduccionales en la tubulina que comprometa o refuerce la unién con el extremo C
terminal de TRPV1.

Finalmente, los resultados dan evidencias de los efectos programadores que puede tener
el consumo de sodio hipertonico, por parte de las madres durante el periodo de gestacién
y lactancia, en las crias adultas. Este modelo de MP deja una impronta en los sistemas en
desarrollo, aun cuando el estimulo programador ha cesado. Es decir, que esta impronta es
capaz de persistir a largo plazo vy, si bien no produce alguna patologia evidente en los
animales, si podria favorecer o predisponer a estos individuos a desarrollar alguna de

ellas. Basandonos en la idea de que los mecanismos conductuales y fisioldgicos tienen un
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punto fisioldgico de ajuste, a partir del cual se ponen en funcionamiento, postulamos que
un ambiente perinatal modificado, con caracteristicas propias, puede afectar los sistemas
del organismo en desarrollo a través de un proceso neuroadaptativo.

Nuestro trabajo responde parte del interrogante planteado inicialmente, “si el mecanismo
osmosensor estd basalmente alterado por los efectos de la programacion perinatal”
demostrando que: -Existen cambios en la actividad celular tonica a nivel del OVLT y
neuronas AVP hipotaldmicas. -No hay cambios en la expresion génica del canal
osmosensor TRPV1 en el OVLT y SON. En suma, el mecanismo osmosensor central es
un sistema plastico susceptible a estimulos tempranos durante la ontogenia, alterando
cronicamente al individuo y su capacidad de respuesta ante desafios homeostaticos.
Estos datos también abren paso a nuevos interrogantes que deseamos abordar a futuro
sobre los efectos programadores del consumo materno voluntario de NaCl hiperténico: si
afecta la interaccion entre TRPV1 y el citoesqueleto, y si hay cambios de tipo epigenéticos
(metilaciones o acetilaciones) en el promotor de AVP, ya que el sistema AVP se encuentra
alterado, no solo en nuestro modelo de programacion perinatal, sino también en muchos
otros (Greenwood et al., 2016), siendo un blanco de los estimulos tempranos.

En suma, esta exposicion temprana o perinatal a NaCl hipertonico produce cambios
cronicos en el circuito osmosensor (OVLT-SON-PVN) alterando las respuestas
ingestivas y endocrinas observadas previamente ante desafios osmoticos (Figura 13).

osmosensoras:

Los animales programados en relacion a los controles presentan la siguientes alteraciones en las areas

ESTADO FISIOLOGICO OVLT SON PaLM

BASAL
(B)

DEPLECION DE

Aumenta actividad
crénica de células
(Fra-LI)

No hay cambios en la
expresion de TRPV1

No hay cambios en la

Disminuye actividad
crénica en neuronas
AVP (Fra-AVP)
No hay cambios en la
expresion de TRPV1

Aumenta la actividad

Aumenta la actividad
crénica en neuronas
AVP (Fra-AVP)

No cambia la

o SODIO actividad celular (Ir- de neuronas AVP actividad de neuronas
O (DS) Fos) (Fos-AVP) AVP (Fos-AVP)
= (Macchione et al.,

2 2012)

8 SOBRECARGA DE | No hay cambiosenla » No cambia la actividad ~ Fos-AVP no cambia
o SODIO actividad celular (lr- de neuornas AVP

5<|_ (SS) Fos) (Fos-AVP)

% (Macchione et al., » No aumenta RNAm de

a 2015) AVP

Macagno, Agustina

40



Proyecciones a areas
extrahipofisarias ¢?

DS:=
SS:= DS:=
B:1 Fra-Li (MP-Na) SS:=
B: =TRPV1 B:1 Fra-AVP(MP-Na

DS:1 Fos-AVP (M
SS:=
B:|Fra-AVP (MP-Na)
B: =TRPV1

-Na

Figura 13. Esquema del patron de actividad celular observado en el modelo de MP de consumo
voluntario de sodio hipertdnico (A) Tabla que resume las evidencias obtenidas en el presente trabajo y en
los trabajos anteriores del laboratorio con el modelo de programacién perinatal (B) Se compara la MP en
dos desafios osmdtico, DS: deplecion de sodio y SS: sobrecarga de sodio (ambas evidenciadas por Fos-ir),
con la situacion B: basal (evidenciada por Fra-Li). En cada nuicleo se representa los cambios de los animales
MP-Na en relacion a los MP-Control de la siguiente forma, =: no hay cambios, 1: cuando hay un aumento
de MP-Na con respecto al MP-Control, |: cuando hay una diminucién de MP-Na con respecto a MP-
Control. Las neuronas que proyectan del SON y PVN a la neurohipdfisis simbolizan a las células

neurosecretoras magnocelulares liberadoras de AVP.
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