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7. EXPOSICIÓN SINTÉTICA DE LA LABOR DESARROLLADA EN EL PERIODO 
7.1.-  ACTIVIDAD DESARROLLADA 
Con dirección del Dr. Mario Perelló durante el período Agosto 2014 � Agosto 2015  
llevé a cabo en las siguientes tareas:  
a) perfusión de ratas y ratones, disección y corte de cerebros con crióstato y, 
montaje de los mismos 
b) puesta a punto de doble coloración en muestras de ratones transgénicos para 
GFP (proteína verde fluorescente)�Nissl (marca núcleos celulares y la sustancia de 
Nissl, es decir, ribosomas libres y asociados a membranas de las neuronas) para 
observar el receptor de ghrelina (GHS�R) dentro del complejo vagal dorsal (DVC). 
Como también la puesta a punto de doble coloración para dos variedades de C�Fos 
con un secundario fluorescente (alexa 488).  
c) coloraciones de Nissl e inmunohistoquímicas (IHQ) simples y dobles en diversas 
muestras  
d) mapeos de expresión de señales en animales controles y tratados en el NTS 
(núcleo del tracto solitario), 10N (núcleo dorsal motor del vago), Sol (núcleo del 
tracto solitario y AP (área postrema). 
e) conteo en animales controles y tratados de neuronas y colocalizaciones para:  
1) anti�chAT (marcador específico de neuronas colinérgicas) y c�Fos (marcador de 
activación neuronal) en 10N en los bregmas �6.36 a �8.12.  
2) CRH y c�Fos en IPAC (núcleo intersticial de la extremidad posterior de la comisura 
anterior de la amígdala) y CEM (núcleo amigdaloide central) en los bregmas 0.02 a �
1.46 y �0.58 a �1.94, respectivamente.  
3) Anti� Fluoresceína en LBP (núcleo parabraquial lateral), solo fibras, en los 
bregmas �4.96 a �5.68 en animales ayunados.  
4) GFP y c�Fos en NTS  para muestras contabilizando ambos y las colocalizaciones, 
además del número de axones GHSR que pasaban cerca de c�Fos y, número de 
prolongaciones de neuronas (doble marcado) desde AP a núcleos c�Fos positivos 
del NTS en los bregmas �7.32 a �7.64.  
5) GFP y C�Fos en AP y NTS para los bregmas �7,32 a 7,76 y �7,20 a 7,76, 
respectivamente.  
6) GFP, C�Fos y colocalizaciones para proyecciones desde AP a NTS en 32 
muestras.  
7) GFP y c�Fos en IPAC y CeA (núcleo central de la amígdala) en animales Tg CRH. 
8) GFP y c�Fos  en AP, NTS y 10N en los bregmas �7.32 a �7.64 y en los bregmas �
6.24 a �8.24.  
9) Conteos en las tres regiones del VTA para serina 31 en los bregmas �3,4 a �3,8. 
10) Número de fibras α Fluoresceína F�GRH en el LBP  
En todos los casos se utilizó como referencia anatómica primaria para identificar los 
bregmas el atlas de Paxinos. 
Todos los registros fueron volcados en planillas Excel. 
f) microfotografías por captura digital para GFP�Nissl y TRH (hormona liberadora de 
tirotropina) en ratas, Fosfo�TH serina 31 (anti�fosfoTH�tiroxina hidroxilasa� forma de 
alta actividad del marcador de neuronas catecolaminérgicas) y serina 40 en VTA y 
Acb en ambos casos, además del análisis de la absorbancia en esta última con el 
Software Fiji y,  armado de paneles y análisis de imágenes para trabajos enviados a 
congresos y para su publicación en revistas  
g) compra de insumos para el laboratorio e informes quincenales  al Sedronar 
h) tareas de apoyo a becarios  
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Cabe destacar mi participación como coautora en cuatro presentaciones a 
Congresos y en 2 publicaciones, una de sus figura, diseñada por el Dr. Nicolás De 
Francesco, fue seleccionada para ser tapa del journal Neuroscience Volume 289, 19 
March 2015, Pages 153–165 y ante lo cual recibimos felicitaciones por parte de la 
International Brain Research Organization –IBRO�. Finalmente, es necesario señalar 
que soy parte del grupo colaborador en 2 subsidios, formo parte del Consejo 
Directivo del IMBICE como representante de la Carrera del Personal de Apoyo a la 
Investigación y Desarrollo de CIC�Conicet, realicé un curso de postgrado, participé 
de una Jornada de microscopía, colaboré con las Comisiones de Bioterio y 
Microscopía del IMBICE, participé de la Semana de la Ciencia y la Tecnología y, de 
las jornadas Aniversario del IMBICE, de un Seminario de capacitación y de los 
seminarios internos del IMBICE. Se adjuntan certificaciones. 
7.1.1.- Reseña de estudios abordados en diferentes ensayos  
En ratones y empleando un modelo de atracones, inducido por el acceso 
intermitente a dieta alta en grasas (DAG), analizamos que centros cerebrales 
neuronales fueron activados y  el rol de señalización de ghrelina en la modulación de 
este comportamiento. También estudiamos el circuito neuronal por el cual ghrelina 
activa las neuronas CRF (factor liberador de corticotropina) del NPV en ratones 
macho. Asimismo, mediante el empleo de la línea de ratones CRF�hrGFP realizamos  
una descripción neuro�anatómica integral de la distribución de neuronas CRF en el 
complejo amigdalino, y analizamos las diferentes respuestas en las que este 
subconjunto neuronal podría participar. Por otra parte, se realizó IHQ con el fin de 
caracterizar el fenotipo de neuronas que expresan GHSR y efectuamos una 
caracterización neuro�anatómica detallada de la distribución de GHSR en el DVC en 
ratones transgénicos en el que la proteína fluorescente verde (GFP) está bajo el 
control del promotor de GHSR (ratones GHSR�GFP). Finalmente, empleando 
ghrelina fluorescente (F�ghrelina, como un péptido marcador) y c�Fos estudiamos la 
capacidad de respuesta de neuronas que expresan GHSR en el DVC ante la 
administración de ghrelina. 
Por último, cabe mencionar que todas las evaluaciones se efectuaron con material 
proveniente de cepas de ratones C57BL6/j o transgénicos y ratas Sprague Dawley, 
producidas y mantenidas en el Bioterio del IMBICE con ciclos de luz�oscuridad de 12 
horas y temperatura constante de 24°C. 
7.1.2.- Perfusión, Corte y Preservación del material  
• pesaje del animal 
• anestesia IP con hidrato de cloral (Biopack, Argentina) 
• perfusión en el ventrículo izquierdo del corazón, primero con solución de lavado 

(Solución Buffer Fosfato 0,01M –PBS� con heparina) y, luego con solución fijadora 
de formaldehído al 4% (Biopack, Argentina)  

• decapitación y extracción de cerebros  
• post�fijación en formaldehído al 4%  por 2 horas  
• crio�preservación en sacarosa al 20% (Biopack, Argentina) “overnight”   
• congelación del especímen en hielo seco y conservación a �80°C  
• cortes coronales del cerebro en 4 ó más series de 25 Nm de espesor con crióstato 

(Minotome American Instrument Exchange Inc., USA) 
• preservación de cortes en solución criopreservante a �20°C  
• montaje de los cortes de cerebro sobre portaobjetos gelatinizados 
Nota: ver Anexo Preparación de Soluciones 
7.1.3.- Técnica de Inmunohistoquímica  
a) 3 lavados con PBS 0,01M de 10 min cada uno  
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b) incubación con H2O2 al 0,5% para ratón ó al 0,3% para rata por 30 min 
c) 3 lavados con PBS 0,01M de 10 min cada uno  
d) permeabilización con Dodesyl Sulfato de Sodio �SDS� (Sigma) por 15 min. Solo 
para muestras de rata  
e) bloqueo con Suero Normal de Burro –NDS� (Equitech�Bio Inc., USA) en Buffer de 
Fosfatos Tritón (PBT) por 60 min 
f) incubación con anti�C�Fos (Calbiochem PC38, USA) y/o TRH, NPY y ACTH 
(generados por Dr. Eduardo Nillni de Universidad de Brown, USA) o CRF (generado 
por Dra. Castro, Universidad de Michigan, USA) o TH (Sigma T2928) o 5HT2c (sc�
17797, Santa Cruz Biotechnology, USA), entre otros, por 24�48 hs a temperatura 
ambiente (TA) ó a 4°C, según correspondiera 
g) 3 lavados con PBS 0,01M de 10 min cada uno  
h) incubación a TA con anti�rabbit o anti�mouse (BA1000 o BA9200 Vector Labs, 
USA) por 60 min 
i) 3 lavados con PBS 0,01M de 10 min cada uno  
j) incubación a TA con solución peroxidasa biotinilada�avidina (ABC, Vector Kit PK�
6200, USA) por 60 min 
k) 3 lavados con PBS 0,01M de 10 min cada uno  
l) revelado en agitación con DAB (3,3’�diaminobenzidine, Vector, SK�4100, USA) con 
o sin cloruro de níquel (Biopack, Argentina) por 10 min 
m) 3 lavados con PBS 0,01M de 10 min cada uno  
n) deshidratación en alcoholes 70°, 96°y 99,5° (Biopack, Argentina) por 2 min en 
cada uno y posterior aclaración en xilol (Biopack, Argentina) por 30 min   
o) montaje con Bálsamo de Canadá (Biopack, Argentina) o anti�fading con o sin 
Höechst H33258 (B2883, Sigma), según correspondiera 
Nota: en Anexo Soluciones 
7.1.4.- Coloración de Nissl 
1) 1 pasaje en H2O destilada por 1 min  
2) 1 pasaje en Solución de Tionina (Certistain®, Merck) por 20 min  
3) 1 pasaje en H2O destilada por 1 min  
4) 2 pasajes en alcohol 96° por 1 min cada uno  
5) 2 pasajes en alcohol 100° por 1 min cada uno  
6) 1 pasaje en xilol por 5 min  
7) montaje con Bálsamo de Canadá 
Nota: en Anexo soluciones. 
7.1.5.- Conteo, análisis microscópico y fotomicrografías 
El material ensayado fue analizado con microscopio Nikon (Nikon Corporation, 
Japan), lentes múltiples neofluar�PH y óptica de campo claro. Mientras que, las 
fotomicrografías se captaron con cámara Nikon Digital Sight D5�U3 y software NIS�
Elements, Versión 3.22. En la Plate I se muestran microfotografías del NPV de 
secciones de cerebro sometidos a doble IHQ para c�Fos y CRF, mientras en la Plate 
II se observan imágenes de doble inmunohistoquímica en el VTA  para TH y c�Fos  
7.1.6.- Análisis de Imágenes 
Las imágenes microscópicas se analizaron con los software´s Adobe Photoshop 
CS2 9.0.2, Focus Magic 3.02 y/o Noiseware Professional 4.1.1 en tanto que las 
mediciones celulares y nucleares con los software´s Image�Pro Plus 6.0 e ImageJ 
versión1.49a. También, como se ha mencionado, llevé a cabo el análisis de 
absorbancia en muestras fosfo�TH serina 31 y 40 empleando el software Programa 
(Fiji Is Just) ImageJ� 1.49ª; para ello tomé las microfotografías, realicé correcciones, 
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concatené las imágenes, delinee las áreas a evaluar, efectué las mediciones y 
volqué los valores en planillas Excel. 
8. -  OTRAS ACTIVIDADES 
8.1.- PUBLICACIONES, COMUNICACIONES, ETC. 
8.1.1. - Publicaciones 
Año 2015 
- Neuroanatomical and Funtional Characterization of CRF Neurons of the Amygdala 
using a Novel Transgenic mouse model. P. N. DE Francesco, S. Valdivia, A. Cabral,  
M. Reynaldo, J. Raingo, I. Sakata, S. Osborne�Lawrence, JM. Zigman y M. Perelló. 
Neurociencia. Volumen 289: 153�165, 19 March 2015. Una Imagen de este artículo 
fue elegida para ser tapa de ese fascículo de la revista Neuronscience. 
- Escalation in high-fat intake during repeated binge eating episodes differentially 
engages dopaminergic neurons of the VTA and requires ghrelin signaling. Valdivia S, 
Cornejo P, De Francesco PN, Reynaldo M, Perelló M. Psychoneuroendocrinology. 
Received: March 5, 2015; Accepted: June 29, 2015; Published Online: July 03, 2015; 
60: 206�216. doi: 10.1016 / j.psyneuen.2015.06.018. 
8.1.2. - Comunicaciones: Congresos 
Año 2014 
- Circulating or cerebrospinal fluid ghrelin regulates different neuronal circuits within 
the dorsal vagal complex. Cornejo MP, Cabral A, De Francesco PN, Fernández G, 
Valdivia S, García Romero G, Reynaldo M, Perelló M. XXIX Congreso Anual de la 
Sociedad Argentina de Investigación en Neurociencia, 29 Septiembre al  3 de 
Octubre 2014. Huerta Grande, Córdoba. En Medicina Buenos Aires Vol 74 Supl. III – 
2014. ISSN 0025�7680 (IMPRESA), ISSN 1669�9106 (EN LÍNEA) 
� Unveiling the CRF Neurons of the Amygdala: Neuroanatomical and Functional 
Characterization using a Novel Transgenic Mouse Mode. De Francesco PN, Valdivia 
S, Cabral A, Patrone A, García�Romero G, Reynaldo M, Raingo J, Perelló M. XXIX 
Congreso Anual de la Sociedad Argentina de Investigación en Neurociencia, 29 
Septiembre al  3 de Octubre 2014. Huerta Grande, Córdoba  
� Ghrelin Signaling is Required for Escalation in High-Fat Intake during Repeated 
Binge Eating Episodes. Valdivia S, Cornejo MP, De Francesco PN, García Romero 
G, Reynaldo M, Perello M. XXIX Congreso Anual de la Sociedad Argentina de 
Investigación en Neurociencia, 29 Septiembre al  3 de Octubre 2014. Huerta Grande, 
Córdoba 
� Ghrelina active las neuronas CRF del núcleo paraventricular hipotalámico a través 
de un circuito que involucraría la inhibición del tono GABAergico local. Cabral A, 
Castrogiovanni D, Frassa, V, Reynaldo M, Portiansky E, Perelló M. LIX Congreso de 
Sociedad Argentina de Investigación Clínica y LXII Reunión Anual de la Sociedad 
Argentina de Inmunología. 19�22 Noviembre 2014, Mar del Plata, Argentina. 
Segundo Premio a Póster en el Área Neurociencias.  
8. 2.- CURSOS DE PERFECCIONAMIENTO, VIAJES DE ESTUDIO, ETC.  
� Neurociencia: preguntas claves y enfoques metodológicos actuales. Curso de 
Postgrado 14 y 15 de Agosto de 2014 de 18 hs. Facultad de Ciencias Exactas, UNLP. 
Se adjunta programa y certificado. 
� Nuevas Microscopías. Microscopios y Sistemas de Registros y Evaluación de 
Imágenes. Jornada Organizada por CiOP�IMBICE, 3 de Octubre de 2014, Campus 
Tecnológico CIC de Gonnet, La Plata. Se adjunta programa y certificado. 
8.3.- ASISTENCIA A REUNIONES CIENTÍFICAS/TECNOLÓGICAS o EVENTOS 
SIMILARES.  
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Año 2014-2015  
� Jornadas de Celebración de los 40 años del IMBICE, 28 y 29 de Noviembre de 2014 
� XII Semana Nacional de la Ciencia y la Tecnología, edición 2014. Se adjunta 
certificado. 
� Seminario de capacitación en manejo de animales de laboratorio (rata y ratón). 
Organizado por el Bioterio del IMBICE, 6 de Noviembre de 2014. Se adjunta 
constancia. 
� Seminarios. Organizados por IMBICE. 
10.- OTROS ELEMENTOS DE JUICIO NO CONTEMPLADOS EN LOS TITULOS 
ANTERIORES  
10. 1.- Tareas de apoyo 
� Explicación a usuarios de diferentes laboratorios del IMBICE sobre captura de 
fotomicrografías 
� Tareas de apoyo en conteo, análisis de imágenes e IHQ a becarias de nuestro 
laboratorio. 
� Compras de insumos y elaboración del listado Sedronar para el Laboratorio de 
Neurofisiología 
� Preparación de soluciones empleadas en los diferentes ensayos 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



7 

 

PLATE I 
 

El núcleo ARC es innecesario para que ghrelina  active a neuronas CRF 
Microfotografías del NPV de secciones de cerebro sometidos a doble IHQ para c�Fos 
(negro) y para CRF (marrón) de ratones control y con el ARC lesionado. Ambos 
grupos fueron inyectados subcutáneamente con vehículo o con ghrelina. Las flechas 
señalan las células doblemente positivas.    
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PLATE II 
El acceso intermitente y limitado a dieta alta en grasa activa la vía mesolímbica 

Microfotografías de secciones del VTA de animales sometidos a dieta común y alta 
en grasa con doble inmunotinción con anti�TH (tinción marrón) y anti�c�Fos (tinción 
negro), a baja magnificación (panel superior) y a alta magnificación (paneles 
inferiores). Las imágenes muestran las sub�regiones del VTA: 1 núcleo 
interfascicular (alta magnificación e inserto), 2 núcleo paranigral (alta magnificación e 
inserto) y 3 área pigmentada parabraquial (alta magnificación e inserto). En la 
microfotografía inferior se observan las colocalizaciones en una muestra de ratón 
sometido a 4 días de DAG. 

 
 

                                             DC                                        DAG  

 
 

      
                                        
 

DAG/post-4 día 
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ANEXO  
Preparación de Soluciones 

ABC 1: 500: reactivo A 10 Nl, reactivo10 Nl B y PBS 5 ml pH7.4  
Anti-Fading: PBS 0.01M 5 ml, DABCO (1,4�Diazabicyclo [2.2.2]�octane) 0.1g y 
glicerol 5 ml  
Anti-Fading con Höechst: Solución anti�fading 1 ml y bisBenzimide H33258 10 Nl  
Buffer Fosfato (PBS) 0.1 M 10x pH 7.4: H2O destilada 1000 ml, Na2HPO4  10.9 g,  
NaH2PO4 3.2 g y NaCl 81.6 g. Ajuste a pH con NaOH 10M  
Buffer Fosfato Tritón (PBT): tritón X 500 Nl en 200 ml de PBS 0.01M 
Cloruro de Níquel al 8%: H2O destilada 10 ml y cloruro de níquel 0.8 g  
DAB: Solución Stock al 1%: H2O destilada 10 ml, DAB 0.1 g y HCl 1N 1ml.  
Solución de Trabajo: PBS 5 ml, DAB al 1% 250 Nl, cloruro de níquel al 8% 250 Nl y 
H2O2 al 0.3% 250Nl   
Dodesyl Sulfato de Sodio (SDS): PBS 0,01M 10 ml y SDS 300 Nl  
Formaldehído al 4%: PBS 0.01M 450 ml y formaldehído 50 ml  
Gelatina para portaobjetos: H2O desionizada 500 ml a 60°C, gelatina 1.5 g y 
alúmina 0.25g  
Gelatinización de portaobjetos: inmersión en gelatina a 60ºC por 5 min de 
portaobjetos en racks, escurrido y secando en estufa a 60°C durante 48 hs 
Hidrato de Cloral: H2O destilada 5 ml e hidrato de cloral 3 g  
H2O2 al 0,5%: PBS 0.01M 10 ml y H2O2 al 30% 166 Nl  
H2O2 al 0,3%: H2O2 al 30%100 Nl y H2O destilada 10 ml pH 7.2 
Solución Criopreservante: PBS 0.1 M 50 ml, etilenglicol 30 ml y glicerol 20 ml 
Solución Bloqueante: PBT 5000 Nl y suero normal de burro (NDS) 150 Nl  
Solución de Lavado: PBS 0.01M 500 ml y heparina cálcica 200 Nl  
Solución de Sacarosa al  20%: PBS 0.01M 40 ml y sacarosa 8 g  
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