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7. EXPOSICION SINTETICA DE LA LABOR DESARROLLADA EN EL PERIODO
7.1.- ACTIVIDAD DESARROLLADA

Con direccion del Dr. Mario Perell6 durante el periodo Agosto 2014 - Agosto 2015
llevé a cabo en las siguientes tareas:

a) perfusion de ratas y ratones, diseccion y corte de cerebros con criostato v,
montaje de los mismos

b) puesta a punto de doble coloracién en muestras de ratones transgénicos para
GFP (proteina verde fluorescente)-Nissl (marca nucleos 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 coloracion para dos variedades de C-Fos
con un secundario fluorescente (alexa 488).

c) coloraciones de Nissl e inmunohistoquimicas (IHQ) simples y dobles en diversas
muestras

d) mapeos de expresion de senales en animales controles y tratados en el NTS
(nucleo del tracto solitario), 10N (nucleo dorsal motor del vago), Sol (nucleo del
tracto solitario y AP (area postrema).

e) conteo en animales controles y tratados de neuronas y colocalizaciones para:

1) anti-chAT (marcador especifico de neuronas colinérgicas) y c-Fos (marcador de
activacion neuronal) en 10N en los bregmas -6.36 a -8.12.

2) CRH y c-Fos en IPAC (nucleo intersticial de la extremidad posterior de la comisura
anterior de la amigdala) y CEM (nucleo amigdaloide central) en los bregmas 0.02 a -
1.46 y -0.58 a -1.94, respectivamente.

3) Anti- Fluoresceina en LBP (nucleo 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,
ademas del numero de axones GHSR que pasaban cerca de c-Fos y, numero de
prolongaciones de neuronas (doble marcado) desde AP a nucleos 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 (nucleo central de la amigdala) 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) Numero de fibras a Fluoresceina F-GRH en el LBP

En todos los casos se utilizé como referencia anatdémica primaria para identificar los
bregmas el atlas de Paxinos.

Todos los registros fueron volcados en planillas Excel.

f) microfotografias 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, ademas del analisis de la absorbancia en esta ultima con el
Software Fiji y, armado de paneles y analisis de imagenes para trabajos enviados a
congresos y para su publicacion en revistas

g) compra de insumos para el laboratorio e informes quincenales al Sedronar

h) tareas de apoyo a becarios



Cabe destacar mi participacion como coautora en cuatro presentaciones a
Congresos y en 2 publicaciones, una de sus figura, disefiada por el Dr. Nicolas 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 sefalar
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
Investigacion y Desarrollo de CIC-Conicet, realicé un curso de postgrado, participé
de una Jornada de microscopia, colaboré con las Comisiones de Bioterio y
Microscopia del IMBICE, participé de la Semana de la Ciencia y la Tecnologia y, de
las jornadas Aniversario del IMBICE, de un Seminario de capacitacion y de los
seminarios internos del IMBICE. Se adjuntan certificaciones.

7.1.1.- Reseina 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 sefializacién de ghrelina en la modulacién 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 linea de ratones CRF-hrGFP realizamos
una descripcion neuro-anatéomica integral de la distribucion de neuronas CRF en el
complejo amigdalino, y analizamos las diferentes respuestas en las que este
subconjunto neuronal podria participar. Por otra parte, se realizé IHQ con el fin de
caracterizar el fenotipo de neuronas que expresan GHSR y efectuamos una
caracterizacion neuro-anatoémica detallada de la distribucién de GHSR en el DVC en
ratones transgénicos en el que la proteina fluorescente verde (GFP) esta 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
administracion de ghrelina.

Por ultimo, 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.- Perfusion, Corte y Preservacion del material

e pesaje del animal

¢ anestesia IP con hidrato de cloral (Biopack, Argentina)

e perfusion en el ventriculo izquierdo del corazén, primero con soluciéon de lavado
(Solucion Buffer Fosfato 0,01M —PBS- con heparina) y, luego con solucion fijadora
de formaldehido al 4% (Biopack, Argentina)

decapitacion y extraccion de cerebros

post-fijacion en formaldehido al 4% por 2 horas

crio-preservacion en sacarosa al 20% (Biopack, Argentina) “overnight”
congelacion del especimen en hielo seco y conservacion a -80°C

cortes coronales del cerebro en 4 6 mas series de 25 pm de espesor con criostato
(Minotome American Instrument Exchange Inc., USA)

e preservacion de cortes en solucién criopreservante a -20°C

e montaje de los cortes de cerebro sobre portaobjetos gelatinizados

Nota: ver Anexo Preparacion de Soluciones

7.1.3.- Técnica de Inmunohistoquimica

a) 3 lavados con PBS 0,01M de 10 min cada uno




b) incubacion con H,O; al 0,5% para raton 6 al 0,3% para rata por 30 min

c¢) 3 lavados con PBS 0,01M de 10 min cada uno

d) permeabilizacion 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 Tritéon (PBT) por 60 min

f) incubacion 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 5HT,. (sc-
17797, Santa Cruz Biotechnology, USA), entre otros, por 24-48 hs a temperatura
ambiente (TA) 6 a 4°C, segun correspondiera

g) 3 lavados con PBS 0,01M de 10 min cada uno

h) incubacion 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) incubacion a TA con solucion peroxidasa biotinilada-avidina (ABC, Vector Kit PK-
6200, USA) por 60 min

k) 3 lavados con PBS 0,01M de 10 min cada uno

I) revelado en agitacion con DAB (3,3’-diaminobenzidine, Vector, SK-4100, USA) con
o sin cloruro de niquel (Biopack, Argentina) por 10 min

m) 3 lavados con PBS 0,01M de 10 min cada uno

n) deshidratacion en alcoholes 70°, 96°y 99,5° (Biopack, Argentina) por 2 min en
cada uno y posterior aclaracion en xilol (Biopack, Argentina) por 30 min

0) montaje con Balsamo de Canada (Biopack, Argentina) o anti-fading con o sin
Hoechst H33258 (B2883, Sigma), segun correspondiera

Nota: en Anexo Soluciones

7.1.4.- Coloracién de Nissl

1) 1 pasaje en H,O destilada por 1 min

2) 1 pasaje en Solucion de Tionina (Certistain®, Merck) por 20 min

3) 1 pasaje en H,O 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 Balsamo de Canada

Nota: en Anexo soluciones.

7.1.5.- Conteo, analisis microscoépico y fotomicrografias

El material ensayado fue analizado con microscopio Nikon (Nikon Corporation,
Japan), lentes multiples neofluar-PH y éptica de campo claro. Mientras que, las
fotomicrografias se captaron con camara Nikon Digital Sight D5-U3 y software NIS-
Elements, Version 3.22. En la Plate | se muestran microfotografias del NPV de
secciones de cerebro sometidos a doble IHQ para c-Fos y CRF, mientras en |la Plate
Il se observan imagenes de doble inmunohistoquimica en el VTA para TH y c-Fos
7.1.6.- Analisis de Imagenes

Las imagenes microscopicas 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
version1.49a. También, como se ha mencionado, llevé a cabo el analisis de
absorbancia en muestras fosfo-TH serina 31 y 40 empleando el software Programa
(Fiji Is Just) ImageJ- 1.49%; para ello tomé las microfotografias, realicé correcciones,



concatené las imagenes, delinee las areas a evaluar, efectué las mediciones y
volqué los valores en planillas Excel.

8. - OTRAS ACTIVIDADES

8.1.- PUBLICACIONES, COMUNICACIONES, ETC.

8.1.1. - Publicaciones

Ano 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, |. Sakata, S. Osborne-Lawrence, JM. Zigman y M. Perello.
Neurociencia. Volumen 289: 153-165, 19 March 2015. Una Imagen de este articulo
fue elegida para ser tapa de ese fasciculo 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, Perell6 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

Ano 2014

- Circulating or cerebrospinal fluid ghrelin regulates different neuronal circuits within
the dorsal vagal complex. Cornejo MP, Cabral A, De Francesco PN, Fernandez G,
Valdivia S, Garcia Romero G, Reynaldo M, Perell6 M. XXIX Congreso Anual de la
Sociedad Argentina de Investigacion en Neurociencia, 29 Septiembre al 3 de
Octubre 2014. Huerta Grande, Cordoba. En Medicina Buenos Aires Vol 74 Supl. Il —
2014. ISSN 0025-7680 (IMPRESA), ISSN 1669-9106 (EN LINEA)

- 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, Garcia-Romero G, Reynaldo M, Raingo J, Perellé6 M. XXIX
Congreso Anual de la Sociedad Argentina de Investigacion en Neurociencia, 29
Septiembre al 3 de Octubre 2014. Huerta Grande, Cérdoba

- Ghrelin Signaling is Required for Escalation in High-Fat Intake during Repeated
Binge Eating Episodes. Valdivia S, Cornejo MP, De Francesco PN, Garcia Romero
G, Reynaldo M, Perello M. XXIX Congreso Anual de la Sociedad Argentina de
Investigacion en Neurociencia, 29 Septiembre al 3 de Octubre 2014. Huerta Grande,
Cérdoba

- Ghrelina active las neuronas CRF del nucleo paraventricular hipotalamico a través
de un circuito que involucraria la inhibicion del tono GABAergico local. Cabral A,
Castrogiovanni D, Frassa, V, Reynaldo M, Portiansky E, Perell6 M. LIX Congreso de
Sociedad Argentina de Investigacion Clinica y LXIl Reunién Anual de la Sociedad
Argentina de Inmunologia. 19-22 Noviembre 2014, Mar del Plata, Argentina.
Sequndo Premio a Péster en el Area Neurociencias.

8. 2.- CURSOS DE PERFECCIONAMIENTO, VIAJES DE ESTUDIO, ETC.

- Neurociencia: preguntas claves y enfoques metodolégicos 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 Microscopias. Microscopios y Sistemas de Registros y Evaluacion de

Imagenes. Jornada Organizada por CiOP-IMBICE, 3 de Octubre de 2014, Campus
Tecnoldgico CIC de Gonnet, La Plata. Se adjunta programa y certificado.

8.3.- ASISTENCIA A REUNIONES CIENTIFICAS/ITECNOLOGICAS o EVENTOS
SIMILARES.




Ano 2014-2015

- Jornadas de Celebracion de los 40 afios del IMBICE, 28 y 29 de Noviembre de 2014
- Xl Semana Nacional de la Ciencia y la Tecnologia, edicion 2014. Se adjunta
certificado.

- Seminario de capacitacion en manejo de animales de laboratorio (rata y raton).
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

- Explicacion a usuarios de diferentes laboratorios del IMBICE sobre captura de
fotomicrografias

- Tareas de apoyo en conteo, analisis de imagenes e IHQ a becarias de nuestro
laboratorio.

- Compras de insumos y elaboracién del listado Sedronar para el Laboratorio de
Neurofisiologia

- Preparacién de soluciones empleadas en los diferentes ensayos



PLATE |

El nicleo ARC es innecesario para que ghrelina active a neuronas CRF
Microfotografias del NPV de secciones de cerebro sometidos a doble IHQ para c-Fos
(negro) y para CRF (marron) de ratones control y con el ARC lesionado. Ambos
grupos fueron inyectados subcutaneamente con vehiculo o con ghrelina. Las flechas
sefalan las células doblemente positivas.




PLATE Il

El acceso intermitente y limitado a dieta alta en grasa activa la via mesolimbica
Microfotografias de secciones del VTA de animales sometidos a dieta comun y alta
en grasa con doble inmunotincién con anti-TH (tincion marrén) y anti-c-Fos (tinciéon
negro), a baja magnificacién (panel superior) y a alta magnificacion (paneles
inferiores). Las imagenes muestran las sub-regiones del VTA: 1 nucleo
interfascicular (alta magnificacion e inserto), 2 nucleo paranigral (alta magnificacion e
inserto) y 3 area pigmentada parabraquial (alta magnificacion e inserto). En la
microfotografia inferior se observan las colocalizaciones en una muestra de raton
sometido a 4 dias de DAG.




ANEXO

Preparacion de Soluciones
ABC 1: 500: reactivo A 10 pl, reactivo10 pl By 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 Hoéechst: Solucion anti-fading 1 ml y bisBenzimide H33258 10 pl
Buffer Fosfato (PBS) 0.1 M 10x pH 7.4: H,O destilada 1000 ml, NaHPO, 10.9 g,
NaH,PO, 3.2 g y NaCl 81.6 g. Ajuste a pH con NaOH 10M
Buffer Fosfato Tritén (PBT): triton X 500 yl en 200 ml de PBS 0.01M
Cloruro de Niquel al 8%: H,O destilada 10 ml y cloruro de niquel 0.8 g

DAB: Solucién Stock al 1%: H,0 destilada 10 ml, DAB 0.1 g y HCI 1N 1ml.

Solucion de Trabajo: PBS 5 ml, DAB al 1% 250 pl, cloruro de niquel al 8% 250 ul y
H20, al 0.3% 250ul

Dodesyl Sulfato de Sodio (SDS): PBS 0,01M 10 ml y SDS 300 pl

Formaldehido al 4%: PBS 0.01M 450 ml y formaldehido 50 ml

Gelatina para portaobjetos: H,O desionizada 500 ml a 60°C, gelatina 1.5 g y
alumina 0.25¢g

Gelatinizacion de portaobjetos: inmersidon en gelatina a 60°C por 5 min de
portaobjetos en racks, escurrido y secando en estufa a 60°C durante 48 hs

Hidrato de Cloral: H,O destilada 5 ml e hidrato de cloral 3 g

H20; al 0,5%: PBS 0.01M 10 ml y H,0, al 30% 166 pl

H,0 al 0,3%: H,O,al 30%100 ul y H,O destilada 10 ml pH 7.2

Solucién Criopreservante: PBS 0.1 M 50 ml, etilenglicol 30 ml y glicerol 20 ml
Solucién Bloqueante: PBT 5000 ul y suero normal de burro (NDS) 150 ul

Solucién de Lavado: PBS 0.01M 500 ml y heparina calcica 200 pl

Solucién de Sacarosa al 20%: PBS 0.01M 40 ml y sacarosa 8 g
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P104.-Circulating or cerebrospinal fluid ghrelin regulates different neuronal

circuits within the dorsal vagal complex

Maria Paula Cornejo, Agustina Cabral, Pablo Nicolas De Francesco, Gimena Fernandez, Spring
Valdivia, Guadalupe Garcfa Romerg, Mirta Reynaldo, Mario Perells

Laboratorio de Neurofisiologia, Instituto Multidisciplinario de Biologia Celular
mpaulacornejo@hnotmail.com

The dorsal vagal complex (DVC) of the brainstem includes the nucleus of the solitary tract (NTS), the
area postrema (AP} and the dorsal motor nucleus of the vagus. The DVC is an integrative center that
regulates food intake and relays autonomic neural circuits. The ghrelin receptor, also known as growth
hormone secretagogue receptor (GHSR), is expressed in the DVC. Here, we performed an anatomical
characterization of the distribution of GHSR in the DVC using a transgenic mouse in which the green
fluorescent protein is controlled by the GHSR promoter. Also, we used double staining with markers
of neuronal populations to characterize the GHSR-expressing neurons, and we used the marker
of cellular activation c-Fos to study the responsiveness of GHSR-expressing neurans to ghrelin. We
confirmed that GHSR-expressing neurons exist in all three components of the DVC. These GHSR-
expressing neurons failed to express corticotrophin releasing factor, thyrotropin releasing hormone,
neuropeptide Y, choline acetyl-transferase, tyrosine hydroxylase or Met-enkephalin. Interestingly,
peripherally administered ghrelin mainly activates GHSR-expressing neurons of the AP, while centrally
administered ghrelin activates GHSR-expressing neurons of both the AP and the NTS. Thus, GHSR-
expressing neurons of the AP seem to sense plasma ghrelin, while GHSR-expressing neurons of the
NTS mainly respond to cerebrospinal fluid ghrelin. The phenotype of these GHSR-expressing neurons
remains to be determined.
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P106.-Unveiling the CRF Neurons of the Amygdala: Neuroanatomical and

Functional Characterization using a Novel Transgenic Mouse Model

Pablo Nicolas De Francesco, Spring Valdivia, Agustina Cabral, Anabela Patrone, Mirta Reynaldo, Mario
Perelld

Laboratorio de Neurofisiologia, Instituto Multidisciplinario de Biologia Celular (IMBICE)
nicofasdefrancesco@gmaif.com

The amygdalar corticotrophin releasing factor (CRF)-producing neurons have been implicated in
mediating behaviaral and physiological responses related to fear, anxiety, stress and reward. Yet,
the study of this set of neurons has been hindered by their challenging identification. By means of a
novel transgenic mouse line in which humanized green fluorescent protein (GFP) is under the control
of the CRF promoter (CRF-GFP mice), we were able to overcome this issue, allowing for a detailed
neurcanatomical insight as well as serving as functional exploratory tool. CRF neurons were observed
mainly along the IPAC, with a distribution ranging from the medial part of the CeA tothe posterior part
of the anterior commissure. Using c-Fos as a marker of neuron activation we explored the response
of these neurons by exposing CRF-GFP mice to different experimental paradigms known to activate
this region: ghrelin treatment, melanocortin 4 receptar agonist treatment, a conditioned taste aversion
paradigm, a high fat diet binging paradigm, a high fat diet withdrawal paradigm, i.p. LPS treatment, a
social defeat protocol, and a fasting-refeeding protocol. Of allthe cited conditions, only the former three
protocols showed a significant increase of c-fos expression in CRF neurons, suggesting they are mainly
involved in specific responses related to these paradigms. Overall, this novel CRF-GFP line provides a
powerful tool to investigate this intriguing neuronal subset.
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P105.-Ghrelin signaling is required for escalation in high-fat intake during

repeated binge eating episodes
Spring Valdivia, Marfa Paula Cornejo, Pablo Nicolds De Francesco, Guadalupe Garcia Ramero, Mirta

Reynaldo, Mario Perelld
Laboratorio de Neurofisiologia, Instituto Multidisciplinario de Biologia Celular (IMBICE)
mpaulacornejo@hotmail.cam

Many people suffering eating disorders display binge eating episodes, in which an excessive amount
of palatable foods is rapidly consumed. Ghrelin is a stomach derived hormone that strongly increases
food intake. Little is known about the neuronal circuitries activated during binge eating episodes or
the role of ghrelin on this behavior. Here, we used a combination of behavioral and neurcanatomical
studies in genetically or pharmacologically manipulated mice to determine the neuronal brain
centers activated in a binge eating model induced by intermittent access to high fat diet (HFD). We
also examined the potential role of ghrelin in the modulation of this behavior. First, we confirmed that
Intermittent and limited access to HFD induces binge eating events with an escalating profile. By using
c-Fos immunostaining, we found that HFD binging activated neuronal populations of the mesolimbic
pathway, including dopamine-neurons of the ventral tegmental area (VTA) and orexin neurons of the
lateral hypothalamus. Orexin signaling blockage failed to affect escalation of HFD binging events and
c-Fos inductian in the VTA. Interestingly, ghrelin signaling was required for escalation of HFD binging
events and full c-Fos induction in the VTA. Thus, we conclude that ghrelin signaling is required for
escalation in HFD intake during repeated binge eating episodes presumably by regulating the sensitivity
of the mesolimbic pathway to the rewarding stimulus.
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INTRODUCTION

The dorsal vagal complex (DVC) of the brainstem includes the nucleus of the solitary tract (NTS), the area
postrema (AP), and the dorsal motor nucleus of the vagus (10N). The DVC is an integrative center that regulates
food intake and also relays autonomic neural circuits that control many key functions including blood glucose
concentration, blood pressure, gastro-intestinal motility, among others. The growth hormone secretagogue
receplor (GHSR), which is the target of the hormone ghrelin, is expressed in the DVC.

Given the technical difficulties to identify GHSR by traditional techniques, the detailed neuroanatomical
distribution of GHSR-expressing neurons within the DVIC and the physiological role of ghrelin signaling on this
brain area are unclear.

In the current study, we performed a detailed neuroanatomical characterization of the distribution of GHSR

within the DVC using a transgenic mice in which the green fluorescent protein (GFP) is under the control of the

GHSR promoter (GHSR-GFP mice). Also, we performed immunohistochemistry (IHC) with markers of specific

{ in order to ize the of the GHSR-exp ing neurons. Finally, we used

fluorescein-ghrelin (F-ghrelin, as a tracer peplide) and the marker of cellular activation c-Fos to study the
P of GHSR: ing neurons of the DVC to ghrelin.

ONICET/CICZ), La Plata, Buenos Aires, Argentina,

RESULTS

1) Neuroanatomical characterization of the GHSR-expressing neurons distribution within
the DVC
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Figure 1. Panel A shows representative photomicrographs of coronal brain sections of GHSR-GFP mice subjected to thionin staining,
IHC using an anti-GFP (brown staining) antibody or visualized directly for GFP autofluorescence (green signal). Upper and bottom
panels show the anterior and posterior DVC, respectively. Scale bar: 100 um. Panel B shows the quantitative analysis of GFP-
immunoreactive (IR} cells in the three companents of the DVC. This analysis was made from representative photomicrographs of eight
series of coronal brain sections of GHSR-GFP mice subjected to IHC using an anti-GFP. The three components of the DVC were
differentially identified based on Paxinos and Franklin's Atias.
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2) Phenotypical characterization of the GHSR-expressing neurons of the DVC

Figure 2. Panels show representative
photomicrographs of corenal brain
sections of GHSR-GFP mice subjected
to IHC using different markers of
specific neuronal I The first

3) Responsi of GHSR-exp
administration

ing neurons of the DVC to central or peripheral ghrelin
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. Figure 3. Panels show a series of

microphotographs of coronal sections of

the DVC of wild type mice that were

treated with either vehicle (left panel),
in-gh

(subcutaneously, s.c., BW: body weight,
middle panel) or flucrescein-ghrelin
centrally (intra-cerebroventricular, icwv.,
right panel) and perfused 15 min later.
Coronal brain sections were processed for
IHC using an anti-flucrescein antibody and
followed by a chromogenic reaction
achieved by using a biotinylated secondary
antbody, @  streptavidin-peroxidase
complex and diaminobenzidine, Top and
bottom horizontal panels show inverted
series of images of the chromogenic
immunostaining of the anterior and
porsterior levels of the DVC, respectively.
Scale bar. 100 pm

vehie .
wiod Figure 4. Panels show representative

photomicrographs  of coronal  brain
sections of GHSR-GFP mice subjected
to double IHC for GFP (brown) and c-
Fos (black) in anterior {upper line) and
posterior DVC (bottom line) of vehicle-
and ghrelin-treated mice. Inserts in
each panel show high magnification
areas marked in low magnification
photomicrographs Scale bars: 100 ym
(low magnification), 10 pm  (high
magnification). Bar graphs show the
quantitative analysis of GFP-IR cells
positive for ¢-Fos and c-Fos-IR cells in
the AP, anterior NTS, and posterior
NTS of vehicle- and ghrelin-treated
mice. Data represent the meantSEM
a, p<0.05 vs_ vehicle-treated group by
one-way ANOVA. *, p<0.05 vs. vehicle-
treated group by Student's t-test
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Figure § Panels show photomicrographs of the
posterior DVC of a ghrelin-treated GHSR-GFP
mouse subjected to double IHC for GFP (brown) and
c-Fos (black) in which it can be appreciated that
GHSR-expressing neurons of the AP project to the
NTS. Right photomicrograph  shows  high
magnification area marked in low magnification
photomicrographs (left). Arows peint to the cell body
of a duallabeled cell located in the AP and
arrowheads point to its axon. Scale bars: 100 ym
(low magnification), 10 um (high magnification)

column shows the GFP
autofluorescence. The second column
shows, from top to bottom, the IHC
using either anti Met-enkephalin (M-
enk), anti-tyrosine hydroxylase (TH),
anti-neuropeptide ¥ (NPY), anti-
thyrotropin releasing hormone (TRH)
anti-choline acetyltransferase (ChAT)
or anti- glutamate decarboxylase 87
(GAD-67) antibodies (red staining)
The third column shows the merge of
the respective green and red images.
Inserts in each panel shows in high
magnification the areas marked in low
magnification photamicrographs
Amrows point to GFP cells and
arrowheads point to IR cells. No GFP
cells were found positive for the
markers used in the current study
Scale bars: 100 um (low magnification)
10 pm (high magnification).

CONCLUSIONS

- GHSR-expressing neurons are present in all three components of the DVC and enriched in the AP.
- The phenotype of GHSR-expressing neurons of the DVC remains to be elucidated

- The following model summarizes current results and displays a potential mechanism of ghrelin action on the DVC.

A Cerebrospi B Gerebrospinal fluid

Peripheral ghrelin

Peripheral ghrelin

Images A and B depict coranal views of the anterior and posterior levels of the DVC, respectively. Peripheral ghrelin woulld activate GHSR-

expressing neurons of the AP directly while peripheral ghrelin would be unable to reach the NTS and, as a consequence, GHSR-
expressing neurons of the NTS could not respond directly to the hormone. However, a subset of NTS neurons could respond indirectly to
peripheral ghrelin via the initial activation of GHSR-expressing neurons of the AP that innervate the NTS. Ghrelin present in the
cerebrospinal fluid can accesses not only to the AP but also to the NTS, where it directly activates GHSR-expressing neurons of the
anterior and posterior levels of this nucleus. NTS neurons that respond to ghrelin via direct and indirect mechanisms may have different
physiological roles.
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INTRODUCTION

insight as well as serving as functional exploratory tool.

AIMS

The aim of the present work was to make a comprehensive neuroanatomical
description of the distribution of CRF neurons in the amygdaloid complex, by
taking advantage of this novel CRF-hrGFP mouse line, as well as to explore the
different responses in which this particular neuronal subset may participate.

RESULTS

cr gene (Cin)

80122 BAC containing
the CREIGFP Iransgana

Figure 1. Novel CRF-hrGFP mice: Panel A shows a schematic diagram of the derivation of CRF-hrGFP mice. In order to
generate the transgene, the 564-bp of CRF's coding sequence (denoted by a red filled rectangle) was replaced by the coding
sequence of hiGFP followed by an SV40 polyadenylation signal (pA). This specific transgenic line was derived from the RP24-
80122 CRF BAC. CRF's and the transgene’s transcriptional start sites (+1), CRF's exons (denoted by numbered rectangles
outlined in red), and the start codons (ATG) and stop codons (TGA or TAA) for CRF and hrGFP are all indicated. Panel B showsa
schematic diagram of a coronal section of the mouse brain at the level where microphotographs were taken. Panel C shows low
magnification merge microphotographs of hrGFP and CRF-IR signal within the amygdala of a colchicine-treated CRF-hrGFP
transgenic mouse. Panels D-F show high magnification microphotographs of the area marked in panel C. Panel D shows hiGFP-
immunoreactive (IR) in green, panel E shows CRF-IR in red, and panel F shows the merge of both images. White arrows point to
dual-labeled cells.

hrGFP-IR hrGFP fluorescence
- on

Figure 3, Detailed pattern distribution of hrGFP-positive neurons within the sub-nuclei of the amygdala of CRF-hrGFP
mice:Tl a (bregma -0.22, Panel A), medial (bregma -0.58, Panel
B), and posterior (orogrha 1,46, Panél ) levels o dala containing hrGFP-p For each level, a diagram of
the corresponding coronal section s shown, with a rectangle indicating the approximate region from where the images were
obtained, along with microphotographs of three consecutive 42 pm slices presented in the following order from left to right

thyonin-stained section, anti-hrGFP immunohistochemistry section, and hrGFP fluorescence microscopy section. Every image
has an overlay delineating the main histological features present. CRF neurons were observed mainly along the interstitial
Rilets ofthe posierior [mb of the anterior commissure (IPAG), with 2 disrbuton ranging from the media part of the cental

amygdala (CeA) tothe p limb of the (acp). B dala, CPu: caudate putamen, LGP
pallidus, ic: st striaterminalis, opt opncvact s b e Franklin, 2001, was
p
hrGFP c-Fos merge
B
E
B

Figure 4. Refeeding after fasting pmtacalacttvares hrGFﬂ, CRF-hiGFP

in CRF.|

from foodfor 48 h, ar for 2handthen perfused. ¢-Fos IHC

was performed on coronal secions of their brains, and co\ocallzahcn ot WOF 2 and o.Fos ves ovalusied by fluorescence and

region ofa control (A, B, C) and a refed mice (D, E, F) are shown

" both panels fluorescence of hiGFP (A, D) stemmg of c-Fos (B, E) and a merge (C, F) of both are shown, along with their

corresponding insets at higher magnification. Colocalization of ¢-Fos and hriGFP is indicated by the white arrows. This protocol
proved to be the mostefficient at activating CRF neurons within the amygdalar region

The amygdalar corticotropin releasing factor (CRF)-producing neurons have been implicated in mediating behavioral and physiological responses related to fear, anxiety,
stress and reward. Yet, the study of this set of neurons has been hindered by their challenging identification. By means of a novel transgenic mouse line in which humanized
green fluorescent protein (hrGFP) is under the control of the CRF promoter (CRF-hrGFP mice), we were able to overcome this issue, allowing for a detailed neuroanatomical

CRF cell count
(per 42 pm siice)

Figure 2. Distribution pattern of hrGFP-pi

f CRF-
‘wide-field photographs of every 4th successive 42 im brain slices, with

: Panel A sh
images of the hiGFP
signal channel in magenta false coloring. The corresponding bregma coordinates for each slice are indicated. Both sets ofimages were
registered before merging, and then merged using the microscopy set as the primary reference. The array of images shown also
contains a higher magnification inset of each slice. Panel B shows a plot of the hemilateral count of CRF-hrGFP cells per 42 pm slice
determined by immunctistocherristy In the bregra range from -0.25 to 1,81, The values shown are the mean of 4to 6 measires,
their EM. Panel C: viewsofa3D region, generated
from the whole 42 um series shown in panel A (39 slices in total). The position of every RS ol ok by fluorescence
microscopy is marked by a green ball, and the main white matter tracts (corpus callosum (cc), external capsule (ec), posterior limb of the:
anteror commissure (8cp), st terminalis (80, optcract op), 2 wel o the ceriral amygdal (CeA). e stiown s volumes, The

external surface of the brain is presented in light gray (es). The left image shows a general view from a posterior position. The top and
bottom right images show a close-up view of the amygdalar reg\on from a post dial and an dial position \
with the stand optomitted for better clarity.In each i theview.
Experimental ) —_
Brief protocol n cFos c-Fos positive
Gondition " GFP-IR neurons
Mice used as control for the experiments (such as naive mice, mice i.p. treated with vehicle, mice
Control ICV-treated with vehicle, etc), were pooled and termed the control group, as no c-Fos signal was 6 - 010
observed in the hrGFP-IR neurons.
LPS Mice were injected with LPS (25 ug/mic, i p.) and perfused 2 h later. 3 + 24349 =
Mice were introduced for 10 minutes in a cage were a dominant aggressive older C57BL/6J mouse
Acute social was kept. Following this exposure, experimental mice were returned to their home cages and e s
defeat stress. perfused 2 h later. Control mice were introduced for 10 minutes in a clean cage, returned to their
home cage and perfused 2 h later
Fasting / Nice were fasted by removing thei food from the home cages at 9:00 am. Aier 48 h, mice were 5 . goo o0
refeeding given access to food for 2 h and then perfused 2
— Mice were fasted by removing their food from the home cages at 8:00 am. Afler 48 h, micewere 5 —
In the moming of the experimental day, mice were exposed to high fat diet (HFD) ad libitum and
Acute HFD perfused after 2 h of food consumption, which was verified to increase compared to mice exposedto 5 + 24124
regular chow.
Intermitient i the morning, mice were given HFD ad liiuum for 2 h during 4 consecutive days. Their HFDntake ¢ p——
HFD ‘was recorded and verified to rise. Animals were perfused 2 h post last HFD consumption.
HFD ad ibitum Mice were given HFD ad liitum il day for 15 days and perfused afterwards § = 010
Mice were given HFD ad iptum all day for 14 days, then fed with regular chow for 24h and perfused 5, T
‘withdrawal afterwards. 5
In the mornings of the first and second day, mice were ad /ibitum exposed to HFD for 2 h and then
Condtioned  injected with LICI (150 mM, 12mi/kg, 1p) or Saline. On the third day, mice were exposed to HFDfor2 ¢ i
HFD aversion  h again and perfused aterwards. HFD intake vias significantly reduced in the LICtreated group as
compared to the saline-treated group.
JAlte raatalnt Mice were restrained in a perforated 50-m plastic Falcon tube for 30 min, retumed to their home
Fer, cages and perfused 1.5 h later. Control mice were briefly handled, retumed to their home cage and 3 + 010
perfused 1.5 h later.
Forsedooig  Mice were individually placed during 90 s into polypropylene cylinders (height 25 cm, diameter 10
orced col om) containing 15 cm of water maintained at 0-2 °C. Then, mice were gently dried, retumed to their 3 ++ 010
swimming test
home cages and perfused 2 h later.
Ghrelin Mice were injected ghrelin (2 pg/mice, ICV), and perfused 2 h later. 2 + 10£2
MC4R agonist  Mioe were njected a melacortin receptor (MC4R) specific agonist, RO 27-3225 (4 pgimice. V), ., 050
and perfused 2 h later
Table 1. Specific CRF-ArGFP Several protocols know to activate neurons in the

vate
amygdalar region, listed in this table, were performed in CRF-hrGFP mice, and evaluated using c-Fos as a marker for neuronal
activation. IHC staining of ¢-Fos positive nuclei was performed on coronal brain sections of each experimental mice, and colocalization
for hiGFP and c-Fos was Sl bnghtf eld Of all the tested condition only three

i.p.LPS) induced c-F e i e A s 2
each condition, a brief description o o experimental protocol s incuded, along vith the number of experimental animals
and thetotal number of
hrGFP-IR neurons with nuclei positive for ¢-Fos in e amygdala (co!ocahzed stain, expressed as mean and SEM). ** p<0.001
compared to control

© This transgenic CRF-hrGFP line proved to be an excellent tool for the comprehensive
characterizacion of the precise anatomical distribution of CRF neurons within the mouse
amygdoid complex. These cells were shown to be mainly distributed within the IPAC, with only a
small fraction populatingthe CeA.

© Thus far, our results suggest that amygdalar CRF neurons would be involved in responses
associated with the fasting/refeeding paradigm, social defeat stress and LPS-induced stress.
Furtg_sr work in this direction is needed to elucidate their precise role under each of these specific
conditions.

0 Insummary, this novel CRF-hrGFP line was shown to be a promising tool to dissect the role of
this particular neuronal subset of the amygdala.
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INTRODUCTION

Binge eating is characterized by the consumption of large amounts of food in a discrete period of time, while feeling a
sense of loss of control over eating. The etiology of the human binge eating is currently unknown. Ad lib fed rodents
exposed to a palatable food display events of hyperphagia, which gradually escalates over the initial accesses until it finally
stabilizes. Intake escalation has been proposed to mediate the transition from a controlled to a compulsive behavior.

Binge eafing intake in animals with intermittent access to
palatable foods involves neuronal circuits regulating hedonic
eating. These neuronal circuits include the dopaminergic
pathways emanating from the ventral tegmental area (VTA),
which project to the nucleus accumbens (Acc) among other
brain areas, and the orexin neurons of the lateral hypothalamic
area (LHA), which project to the VTA and are a link between
homeostatic and hedonic circuits regulating food intake The
in high-fat
intake in binge eating models has not been studied.
Interestingly, ghrelin is recognized as the only circulating
peptide hormone known 1o increase food intake, and several
evidences show that ghrelin plays a key role as regulator of
hedonic eating. However, a potential role of ghrelin signaling
on binge eating models induced by intermittent access to
palatable foods has not been tested.

%/—_\
~@®

Proposed circuitries involved in HFD reward processing

Here, we used mice to the brain centers in a binge eating model induced by
intermittent access to high fat diet (HFD). We also examined the potential role of ghrelin signaling in the modulation
of this behavior.
RESULTS
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Figure 1. Panel A shows images of RC and HFD pellets used in the current study. Panel B shows 2 h food intake in mice
with access to RC ad fib, HFD ad fib or intermittent access to HFD. Values are the meantSEM. a, p<0.05 vs. RC ad
lib group at the same day. b, p<0.05 vs. same group at day 1
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Figure 4. Panel A shows photomicrographs of brain sections to double imm: y using anti
(brown staining) and anti-c-Fos (black staining) antibodies in samples from all experimental groups. Inserts show the areas
marksd in low magnification images at higher magnification. Arrows point to dual-labeled cells, Scale bars, 200 um (low
ion), 20 pm (high ion). Panel B shows quantitative analysis of the total number of c-Fos-IR neurcns
(right) and the total number of orexin-IR cells positive for c-Fos (left) in the LHA of all the experimental groups. Values are the
meantSEM. a, p<0.05 vs. RC ad lib group. b, p<0.05 vs. HFD/post-day 1 group. ¢, p<0.05 vs. HFDipre-day 4 group.
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Figure 2. Intermittent and limited access to HFD differentially induces c-Fos in dopaminergic neurons of VTA sub-

regions. RC ad lib or HFD ad lib groups were sacrificed 2 h after food intake on day 4 while mice of the intermittent HFD
access group were sacrificed: 2 h after HFD on day 1 (HFD/post-day 1), right before HFD on day 4 (HFD/pre-day 4)or2 h
after HFD on day 4 (HFD/post -day 4). Panel A shows low and high magnification phmo-muuograpﬂs of brain sections
It to double i istry using anti-ty (TH, brown staining)
and anti-c-Fos (blauk staining) antibodies in all experimental groups. For each group, upper ganei shows low
magnification images and bottom panels show high magnification images of the areas marked in low magnification
images. High magnification images show the interfascicular nucleus (IF, insert 1), the paranigral nucleus (PN, insent 2)
and parabrachial pigmented area (PBP, insert 3) sub-regions of the VTA. Arows point to dual-labeled cells. Scale bars,
200 pm (low magnification), 20 um (high magnification). Panels B-D show quantitative analysis of the total number of TH-
immunoreactive (IR) cells positive for c-Fos staining in the IF (B), PN (C) and PBP (D) for each group. Values are the
meantSEM. a, p<0.05 vs. RC ad /ib group. b, p<0.05 vs. HFD/post-day 1 group. ¢, p<0.05 vs. HFD/pre-day 4 group.
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Figure 3. Intermittent and limited access to HFD differentially induces c-Fos in the shell and core sub-regions of
the Acc. Panel A shows microphotographs of the Acc region in coronal brain sections subjected to c-Fos (black signal)
immuno-staining of all experimental groups. Scale bar: 100 um. Panel B shows quantitative analysis of the total number
of c-Fos-IR neurons in the shell (right) and core (left) sub-regions of the Acc of all experimental groups. Values are the
mean+SEM. &, p<0.05 vs. RC ad /ib group. b, p<0.05 vs. HFD/post-day 1 group. ¢, p<0.05 vs. HFD/pre-day 4 group.
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FEigure 5. Panel A shows daily 2 h food intake in wild type (wl) and GHSR-null mice with intermittent access to HFD for 4

days. Panel B shows quantitative analysis of the total number of TH-IR cells positive for c-Fos in the IF (left), PN (middie)
and PBP (right) sub-regions of the VTA of wt and GHSR-null mice with intermittent access to HFD for 4 days and perfused 2
h after last HFD consumption event. Panel C shows quantitative analysis of the total number of c-Fos-IR neurons in the shell
(right) and core (left) sub-regions of the Acc of wt and GHSR-null mice with intermittent access to HFD for 4 days and
perfused 2 h after last HFD consumption event. Values are the mean:SEM. a, p<0.05 vs. wi mice in the same experimental
condition.

CONCLUSIONS

- Intermittent and limited access to HFD induced acute events of hyperphagia with an escalating profile.
- Repeated events of hyperphagia induce different patterns of c-Fos expression in VTA and Acc,
- Orexin-IR cells of LHA are activated by intermittent and limited access to HFD

- Ghrelin signaling is necessary for the escalation in HFD intake during repeated events of hyperphagia.

the
in HFD

Thus, intermittent and limited access to HFD
is for the

system and ghrelin
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RESUMENES DE LAS COMUNICACIONES

NEUROCIENCIAS 2
272. (227) EFECTOS DIFERENCIALES ENTRE LA PROGES-
TERONA Y UN PROGESTINICO SINTETICO SOBRE
LA NEUROINFLAMACION EN EL RATON WOBBLER,
MODELO DE ENFERMEDAD DE MIOTONEUR ONA
Gargiulo-Monachelli, Gisella M'?; Meyer, Maria'; Garay,
Laura'#; Lima, Analia'; Roig, Paulina'; De Nicola, Alejandro
Federico™; Gonzélez Deniselle, Maria Claudia’®
Laboratorio de Bioquimica Neuroendocrina, Instituto de
Biologia y Medicina Experimental (IBYME}-CONICET'
Servicio de Neurologia, Hospital General de Agudos Dr.
J.A. Femdndez® Depto. de Fisiologia, Facultad de Medici-
na, Universidad de Buenos Aires® Depto. de Bioguimica,
Facultad de Medicina, Universidad de Buenos Alres’

Progesterona (PROG) y el progestinico sintético noretindrona
(NOR) atenuaron la patologia neuronal e incrementaron la oligo-
dendroglia CC1+ en la médula cervical (MC) del raton Wobbler
(WR). Sin embargo, NOR redujo marcadamente la astrogliosis
GFAP+ y empeord la atrofia muscular en WR a diferencia de
PROG que mejord la atrofia muscular y disminuyo levemente
GFAP. Objetivo: Estudiar efectos de PROG y NOR sobre media-
dores inflamatorios en MC de WR. Grupos experimentales: control
(CTL), WR, WR+PROG (pellet de 20 mg s.c) y WR+NOR (pellet
img s.c.) x 18 dias. Se cuantificaron nimero y morfologia de
células Ibal+éarea x inmunofluorescencia. Se determind el ARNm
para CD11b, marcador de microglia, el factor de necrosis tumoral
alfa (TNFalfa), el receptor tipo Toll TLR4, NFKB y su inhibidor
IKB. Andlisis estadistico: Chi-cuadrado o ANOVA/ Newman-Keuls.
Demostramos microgliosis Ibal+ en WR vs CTL que disminuyd-
en WRHPROG y WRHNOR (media = SEM células+/mm?: CGTL:
37,3425.5, p<0,001; WR+PROG: 57,67+4,9, p<0,001; WR+NOR:
62,2245 9, p<0,01 vs WR: 111,23+16,7). El 100% de células lbal+
en WR mosird =2 prolongaciones, los CTL =2 prolongaciones:
87 5% y <2: 12,5%; WR+PROG: distribucién similar a GTL, mien-
tras que WR+HNOR: 75% con <2 prolongaciones {p<0,0001). El
ARNm para CD11b, TNFalfa, TLR4 y NFkB aumentd en WR vs
CTL (p<0,05), mientras para kB disminuyd (p<0,001 vs CTL).
PROG redujo el ARNm para CD11b, TLR4 y NFkB en WR {p<0,05,
p<0,01, p<0,05 vs WR) y aumentd kB (p<0,001). NOR solo mo-
duld NFKB & IkB en menor grado que PROG {(p<0,05 vs WR). La
reduccion en el nllmero de prolongaciones microgliales con NOR
podria asociarse a un fenotipo microglial reactivo o fagocitico,
ya que no tuvo efecto sobre algunos de los mediadores inflama-
torios estudiados. Los efectos neuroprotectores diferenciales de
PROG en WR podrian depender, en parte, a su metabolizacion
a derivados reducidos, a los cuales no se metaboliza NOR (dihi-
droprogesterona y tetrahidroprogesterona).

273. (231) MODULACION DEL PROCESO APOPTOTICO
GLANDULAR POR ANTICUERPOS ANTI-M3 SERICOS
DE PACIENTES CON SINDROME DE SJOGREN

Reina, Silvia; Enri Borda

Cétedra de Farmacologia, Facultad de Odontologia, Uni-
versidad de Buenos Aires

El Sindrome de Sjigren (SS) es un trastorno autoinmunitario
cronico que se caracteriza por una infiltracion linfoplasmocitaria
de las glandulas exacrinas con destruccion epitelial, provocando
un sindrome seco definido por sequedad oral (xerostomia) y
ocular (xeroftalmia). Existen dos formas clinico-patolégicas de SS:
Sindrome de Sjiigren primario {(SSp) y una forma asociada (SSa)
a otras enfermedades del tejido conectivo. En el suero de los
pacientes con SSp esta presente un autoanticuerpo anti- receptor
mMAChR M, (media £ ETM: S8p: 0,751+0,01; control: 0,125+0,01).
La activacion de la cascada de la via intrinseca de la apoptosis,
con la participacion de la caspasa-9 (densidad optica (DO)Ymg
prot.: basal: 0,1420,01; SSp: 0,27+0,02; pilocarpina: 0,023+0,02;
n=6 en cada caso) y caspasa-3 (DO/mg prot.: basal: 0,4+0,01;
8S8p: 1,2+0,11; pilocarpina: 0,9+0,01; n=6 en cada caso) en la
glandula salival aislada de la rata por los autoanticuerpos anti-
receptor MAChR M, vy la pilocarpina con incremento del calcio
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intracelular por aumenta del influjo del mismo (verapamilo 1x10°
M+S5p: 0,15+0,01, n=5), serian los efectores responsables de
este fenomeno-apoptotico-receptor dependiente (J104129+88p:
0.19+0,01, n=5). Por ofro lado, el autoanticuerpo anti-receptor
mMAChR M,y la pilocarpina son capaces de provocar una inhibi-
cion de la actividad de |a superdxido dismutasa (SOD: basal: 2.5
Uml+0,02, SSp: 1,2 Uml=0,01, n=7) y de la catalasa (CAT: basal:
810 pM+50, SSp: 600 pM=+45, n=7), mostrando asi la presencia
de productos reactivos del oxigeno en la accion del autoanticuer-
po y de pilocarpina en la glandula submandibular de la rata por
activacion del mMAChR M, ya que el J104129 (1x10% M inhibidor
especifico M,) blogquea dicho accion. El péptido sintético M, (1x10°
M) tiene la capacidad de absorber el “efecto muscarinico simil del
autoanticuerpo anti-receptor mAChR M, dando asi una muestra
de especiticidad farmacolagica. Con estos hallazgos demostramos
un mecanismo plausible donde los receptores colinérgicos del
subtipo M, presentes en las glandulas salivales de pacientes con
S8, dispararian el proceso apoptotico glandular, provocando una
disfuncionalidad parasimpatica glandular en los pacientes con SS.
274. (235) GHRELINA ACTIVA LAS NEURONAS CRF DEL
NL:JCLEO PARAVENTRICULAR HIPOTALAMICO A TRA-
VES DE UN CIRCUITO LOCAL QUE INVOLUCRARIA LA
INHIBICION DEL TONO GABAERGICO LOCAL.

Cabral, Agustina'; Castrogiovanni, Daniel'; Frassa, Maria
Victoria'; Reynaldo, Mirta'; Portiansky, Enrique?; Perelld,
Mario'

Instituto Muitidisciplinario de Biologia Celilar’ Laboratorio
de Andlisis de Imdgenes, Facultad de Ciencias Veterina-
nas, Universidad Nacional de La Plata®

La ghrelina es una hormona producida por el estomago impli-
cada en el control del apetito y la regulacion de diversas funciones
neurcendocrinas. Entre estas funciones se destaca el potente rol
de ghrelina sobre las neuronas productoras de factor liberador
de corticotrofina (CRF) del nicleo paraventricular hipotalamico
(NPV) y la consecuente activacion del gje hipotalamo-hipofiso-
adrenal. El circuito neuronal a través del cual ghrelina activa las
neuronas CRF del NPV es actualmente desconocido. Dado que
las neuronas CRF del NPV son fuertemente reguladas por el tono
GABAérgico, el objetivo de este trabajo fue estudiar la hipétesis
que ghrelina activa las neuronas CRF mediante la inhibicion del
tono GABAérgico local y para ello se utilizaron ratones machao
adultos G57BL/6J. Nuestros resultados indicaron que el 88,145 7%
de los terminales sinapticos presentes en el NPV que expresan
el marcador de neuronas GABAérgicas GADSY unen un anélogo
fluorescente de ghrelina sugiriendo que el receptor de ghrelina se
expresa en dichos terminales. Por otro lado, el pre-tratamiento de
los ratones con un agonista selectivo del receptor GABAAI musci-
mal (500 ng/ratén), administrado directamente en el NPV inhibid
significativamente la expresion del marcador de activacion neuro-
nal, c-Fos, inducida por ghrelina {0,6 nmol/ratén) en las neuronas
CRF. Mediante la evaluacion de la secrecidn basal y estimulada
de [BH]GABA en explantes del NPV en ausencia o presencia de
ghrelina, pudimos demostrar que la ghrelina inhibe la secrecion
de GABA inducida por cloruroe de potasio (1,1120,09 vs. 1,35+0,05
veces de estimulo en explantes expuestos o no a ghrelina 100
nM respectivamente). Por lo tanto, nuestros resultados sugieren
que la ghrelina activa las neuronas CRF del NPV mediante la
disminucion del tono GABAérgico local.

275. (246)ELFACTOR DE TRANSCRIPCION SP1PROMUEVE
LADESREGULACION DE LA DINAMICA MITOCONDRIAL
Y LA MUERTE CELULAR DE NEURONAS MOTORAS
PORTADORAS DE LA MUTANTE FAMILIAR SOD1G93A
RELACIONADA A LA ESCLEROSIS LATERAL AMIOTRO-
FICA

Alaimo, Agustina'; Gorojod, Roxana Mayra'; Uchitel, Os-
valdo Daniel®; Kotler, Monica Lidia'

Dapto. de Quimica Bioldgica, Facultad de Ciencias Exac-
tas y Naturales Universidad de Buenos Afres, Instituto de
Quimica Biolégica de la Facultad de Ciencias Exactas y
Naturales (IQUIBICEN)-CONICET' Depto. de Fisiologia,
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INTRODUCCION

O

- La ghrelina es una hormona derivada del estémago que actia en el cerebro, via el receptor de secretagogos de la
hormona de crecimiento (GHSR), y cuya accion principal se basa en |a regulacion de la ingesta de alimentos, el estrés y
la homeostasis de Ia glucosa.

- El gje Hipotalamo-Hipofisc-Adrenal (HHA) es uno de los sitics de accion de ghrelina a nivel central. En respuesta al
estrés, las neuronas productoras del factor liberador de corticotrofina (CRF del inglés) del nicleo paraventricular
hipotaldmico (NPV) se activan y en consecuencia, aumentan los niveles de glucocorticoides en plasma. Estos ejercen un
gran nimero de funciones, entre las que podemos mencicnar al aumento en la glucemiay el pesa corporal.

- La ghrelina activa el eje HHA tanta en humanos como en roedores. Sin embargo, el mecanismo neuronal por el cual
esta activacion ocurre es desconocido. En trabajos previos hemos demostrado que las neuronas CRF del NPV no
expresan GHSR sugiriendo que el mecanismo por el cual la ghrelina activa estas neuronas es indirecto.

Objetivo del estudio: Determinar el circuito neuronal por el cual ghrelina activa neuronas CRF del NPV en ratones
macho.

Por lo tanto, nuestras hipétesis de trabajo son.

u.
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1- La ghrelina activa a las neuronas CRF a través de
las neuronas productoras del neuropéptido Y (NPY)
del nucleo arcuato (ARC), que es uno de los nucleos
principales mediante el cual ghrelina aumenta la
ingesta de alimento

2- La ghrelina activa a las neuronas CRF a través de
la inhibicién del tono GABAérgico que modula la
actividad de dichas neuronas,

RESULTADOS
1) La ad on central de activa las neuronas CRF del NPV y el eje HHA
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(marrén). Los paneles superiores muestran el ARC y los inferiores el NPV, Los onden a ratones tratados con vehiculo y, By D, a
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4) Ghrelina se une a la terminales GABAérgicas del NPV
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5) Neurcnas GABAérgicas del ARC y la zona periventricular (Pe) mediarian el efecto
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en secciones coronales de © de raton inyectados centraimente con F-ghreiina 2 D Muestran el drea pre-gptica (APOM), zona Pe.
naieo darscdemial (OM) y. ARG respectivamente. Los Inserios representan a mayor mmfﬁcicmn (10 m) las éreas marcadas en magenes de baja

magmﬁca:idﬂ (100 m) y,las cabezas de flecha células IR para fuoresceina marcadas con la ribosonda para GADSY.

Figura 7. Microfotografias invertidas de secciones cerebrales sometidas a IHQ cromogenica para fluoresceina en ratones tratados periféricamente con

vehiculos o can F-ghreiina. Los paneles superiores muestran el ylos inferiores la zona Pe y el NPV, En el ARC la intensidad de seflal IR para

fuoresceina fue 18542 8 y 46 9414 DO en animales tratados con uemcumy F-ghreina, respeumameme (p<0.05), mientras que en el NPV fue igual a

314211 y 37,241.3 DO para vehiculo y ghrelina, respectivamente (p<0.05).

Valores de corticosterona piasmatica de ratones tratados con vehicula o ghrelina. Los datos reprasentan la media +S| =0, 01:***p=0,001
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Panel & Muestra Ia ingesta de alimento en ratones inyects dos centraimente primero con vehioulo 1 (DMSO 4% en solucien salinz) con o sin
una combinacion de antaganistas del receptor Y-1 & Y-5 (BIBO3304 y CGP71663, respectivamente, | g de cada unofraten) y. 30 min mas tarde con
vehiculo 2 (solucién salina) conteniendo o no ghrelina (0.8 amalratén){pe: peso corporal). E1 bloquen fammacolégico del NPY deminuyd en un 40.5:4,1%
B e mkmento reeAc o ke o ke (o 08, Pt Lokt Sncotn e e carse ki 2 W) perte e
tnegre) del ARC (superior) y N or). Los ratones fieron Iratados como se indica en el pans| A y perfundidos 2 h luego ds |a administracién de
ghrelina. En &l NPV, 30211 o7l cstusc i faron s positivas en animales tratados con vehiculo o ghrelina Gnicamente y respectivamente
(p=<0.01), En ratones con blogueo famiacelogico del PN por accién del NPY, el 50¢13 y 153250 célulasiseccidn presentarcn positividad para o-fos en los
animales tratados con vehiculo o ghreina, respectivamente (p <0.01).

A ehicuoi  antagonistas NPY B

.
F ehiculo2 veicuio2 |y B wuaner
5 Eloura 3, Panel A Misrofotografias del NP de secciones d
- cerebros sometidas a doble IHQ para c-fos (negr) y CRF
{marron). Los ratones iniciaimente fueron inyectados vehiculo
1 o con antagenistas selectivos de s receptores del NPY y
posteriomente, con vehiculo 2 o ghrelina, tal como se indioo
Las flechas sefialan células doblemente positivas
Anlisis cuantiativo de células inmuno-eactivas (IR) para
CRF positivas para c-fos del NPV, ** p< 0.01
T gt

3) La inhibicién del tono GABAérgico local por g mediaria la activacion de CRF

A-El agonista selectivo del receptor GABAA, muscimol, en el NPV disminuye la BA

Ghrelina reduce |a secrecion de GAl
activacién de neuronas CRF inducida por ghrelina estimulada porKCl en explantes del NPV

.
—— o s + g

z, 2,
x 3 i
E il ! i
g it

i i o
i 5 « i

velkim  oehen  veliso  ghackes ey =t
Eloum d. Analisis cuantitativo de células IR para c-fos en el ARG (izquierda) y para GRF en el NP\ (derecha) en animales tratados primera con
museimol (500 ngiratén) o vehiculo en el NPV y, luego con ghrelina_En e NPV el 36, 245,1 % de céluias IR para CRF fueron c-fos positivas en animales
inyectados en e NPV con muscimol, mientras que ¢l 71,2410,3 % de neurcnas IR para CRF mostrd positiidad para e-fos en ratones tratados con ghrelina
unicamente (*p= 0,05; “*p= 0,01). Panel B Muestra la secrecion de (3HIGABA en expiantes del NPV estimulaca por KGI respecto de |a basal en ausencia
(control) o presenia de ghrelina (100 nM). La despolarizacién inducida por KCI 5 mM incrementa Ia secrecion de GABA de 1.35+0.05 veces con
referencia a |a basal (*p=0,05 vs secrecion basal). Por el contrario, Ia presencia de ghrelina en el medo de incubacion redujo el estimulo a 1,110,08 veces,

8) El niicleo ARC es innecesario para que ghrelina active a neuronas CRF

Tontrol ARCA esionado

Thiale

2 Control ARC-lesionado
e e —— =
=1 #
s v i R

Figura 8 Al izquierda microfotografias de secciones de oerebro tefiidas con Nissl y a Ia derecha sometidas a HQ para NPY (negro)., en
donde los paneles superiores muestran el ARC y los inferiores el NPV, 4 y € misrofotografias de ratones contral y, B y D con lesion neurotaxica del
ARC. Para generar la lesion del ARC se inyectd por via subeutanea en el dia postnatal (4 dia O=iia de nacimiento) con 10ul de glutamato mono sddico
@ una dosis final d& 4mglg de pc (ratones ARC-lesionado) o con vehiculo solo (ratones control). Panel 2 Microfotografias de secciones de cerebros
procesadas por IHQ para c-fos (negro) de ratones controles o con e ARC lesionado. Ambos grupos fueron inyectados subcutaneaments con vehiculo
0 con ghrelina (0,6 nmolig pe). Los paneles superiores muestran el ARC y los infericres el NPV: En el NPV, 34213 y 198145 célulasiseccion fueron
posilivas para c-fos en los ankmales control tratados con vehiculo o ghreling, respectivamente (p <0.01). La lesibn del ARC no afectt o numero basal
de células posiivas para c-fos en Ia pane compacta del NPV como tampoco en los tratados con ghrelina (20412 y 115431 célulasfseccion
respectivamente ). Panel 3 A Microfotografias del MPV e secsiones: de cerebro sometidos # doble IHQ para e-f0s (negro} y para CRF (marron) de
ratanes control y con el ARC lesionado. Ambos guupos fueron inyectados subcutineamente con vehiculo o con ghrelina. Las flechas sefalan las
células dablemente positivas. Panel B Analisis cuantitative de células IR para CRF positivas para ¢-fos en la parte compacta del NPV {* ps 0.01).

CONCLUSIONES

-La ghrelina activa las neuronas CRF del NPV a través de un circuito neuronal que es indeperliente del NPY.
-Laghrelina inhibe la secrecion de GABA en el NPV y requiere de este efecto para activar a las neuronas CRF.
-La ghrelina activa las neuronas CRF del NPV por medio de un circuito neurcnal que es independiente del niicleo ARC

-Las neuronas GABAérgicas de |a zona Pe podrian mediar los efectos de ghrelina sobre las neuronas CRF.

La ghrelina causaria una des-inhibicion de las
neuronas CRF del NPV mediante la disminucion del

= tono GABAérgico de la zona Pe. Como resultado de
ord fs|  ello se produce la activacion del ele HHA y el
Sum

incremento en los niveles de glucocorticoides

Estudios realizados en
colaboracion con el grupo de Electrofisiclogia del
IMBICE indican que este efecto ocurriria a nivel pre-
sindptico via la inhibicién los canales de calcio pre-

| sinapticos.
fav
.
= ey Tecnalszica de Argsnting yPICT203; Ia Comisics -
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Neurociencia

preguntas claves y enfoques |I
metodologicos actuales

14 y 15 de agosto de 2014 (8:30-18:00)
Facultad de Ciencias Exactas UNLP

Organizan: Veronica Milesi (IIFP Fac. Cs. Exactas UNLP)
Jesica Raingo (Lab de Electrofisiologia IMBICE)

Inscripcion:
4 por e-mail a
~ veronica@biol.unlp.edu.ar
| hasta el viernes 8 de agosto

Disertantes: Veronica Milesi - Jesica Raingo - Sergio Masetto -
Fernando Marengo - Eleonora Katz - Juan Goutman - Joaquin
Piriz - Francisco Urbano - Pedro Martin




PROGRAMA DETALLADI:

Las clases consistiran en la exposicion de un tema a cargo de los diversos docentes con abordajes a las

diferentes problematicas actuales. Con anterioridad se brindara, 2 los alumnos, material de lectura

relacionado con el tema de cada exposicion el cual se discutird en forma grupal al final de misma.

JUEVES 14 de Agosto 2014

830313 hs—14:00 a 17:30 hs:

830 a 9:30

930-11

11:30 al12

14 3 15:30

16a 1730

Sinapsis introduccién y conceptos basicos
Dra. Veronica Milesi - Laboratorio de canales iomicos  1IFP — COMICET — Fac. Ciencias
Exactas UMNLP

The hair cell — calyx junction: three modalities of signal transmission in one synapse?
Dr. Sergio Maszetto . Dipartimento di Scienze Fisiologiche-Farmacologiche Cellulari-
Molecolari, Sez. di Fisiologia Generale e Biofisica Cellulare, Universita di Pavia, Pavia,
Italia.

Regulacion de la liberacion de ACh en 13 sinapsis eferente olive coclear del oido interno de
los mamiferos.
Dra. Eleonora Katz [INGEBI, CONICET UBA)

Dinamica de CaZ+ durante la transmision sinaptica en células ciliadas del oide interno
Dr. Juan Goutman (INGEBI, CONICET UBA)

La transmision sinaptica en la era de la optogenetica
Dr. Joaquin Piriz [Fac. de Medicina UBA)

VIERMES 15 de Agosto 2014

9:30-11

11:320 a 13

14 3 15:30

16a 17

17a 18

Canales de calcioc operados por voltaje como blanco de factores que controlan k2
neurotransmisicn
Dra. Jesica Raingo [IMBICE CONICET CICPBA)

Estudio de las interacciones talamocorticales combinando colorantes fluorescentes
voltaje-dependientes con rodajas de cerebro de raton”

Dr. Francisco Urbano {IFIBYNE CONICET UBA)

Acople estimulo-secrecion y reciclado vesicular en células cromafines de la glandula
Adrenal

Dr. Fernando Marengo (IFIBYNE CONICET UBA)

Mecanizmos clasicos de modulacion de la neurotransmision por farmacos
Dr. Pedro Martin {IIFF COMICET UNLP)

Evaluacion y cierre del curso
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Universidad Nacional de La Plata

Facultad de Ciencias ‘Exactas

E[ Decano de (a Facultad de Ciencias Exactas, certifica que REYNALDO MIRTA
fia asistido al Curso de Postgrado “Neurociencia: preguntas claves y enfoques
metodoldgicos actuales” de dieciochio fioras de duracion, dictado durante el segundo
semestre de 2014.

Directores: Dra. Veronica Milesi

La Plata, 20 de Octubre de 2014

(Lo e

Secretaria de Postgrado Decano de la Facultad
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NUEVAS MICROSCOPIAS. MICROSCOPIOS Y SISTEMAS DE
REGISTRO Y EVALUACION DE IMAGENES

Viernes 3 de Octubre de 2014

Campus Tecnolégico CIC de Gonnet
Reunién ClOp-IMBICE

_ "Live imaging" en microcopia invertida confocal y de : ; Alejandra Attorresi
&80 930 epifluorescencia LED. Uso y restricciones técnicas. Misrossema IBioBA-CONICET.
Sistemas microscopicos de iluminacion selectiva: ‘ | Roberto Rammdoman
945 —10.15 i : " Microscopia
Apoptome y Lighshhet L1 CARL ZEISS
Café, té o
10.30 - 10.50 S aarh
: . ; i ' - - ; Alejandro Cicculli
10.51 —11.21 Sistemas de microscopia para “live cell imaging Microscopia NIKON
11.22— 12.00 "Super enhanced image", Imagen mejordada a través Wribaris N S'egastié_r:’
: 4 de mas informacién de otros medios. g P SOITRUNeT
IMBICE
12.05- 12.45 Lunch
e . —— . : Enrique Portiansky
13.00 - 13.30 Andlisis oe Imagenes_. i reglimos Sr LN nagan Imagenes Facultad de Veterinaria
digitalizada?.
UNLP
Hernan Mendoza
Problematicas y sus soluciones en aplicaciones in . . Product Specialist
doistbe= 1R 1R vivo de microscopia confocal Microscopia | | ,tin America Division
OLYMPUS
Café, té o
14.30 - 14.45 roiasan
Microscopia confocal espectral y sus beneficios: Lueas Ville
15.00 — 15.30 Localizacién intracelular. Eventos biolgicos en Microscopia LEICI: y gas
tiempo y espacio. El auge de la super resolucion.
Dr. Daniel Schinca
Microscopia AFM: aplicaciones a nanoparticulas y Dra. Marcela Fernandez
5.45-16.30 foacitilins Nanotec van Raap
ClOp

31



DECVRI AL

Por ia prasente certifico ia Concurrencia y Participacion de
[T
T INALL

A las Jornadas de Microscopias realizadas el 3 de Octubre de 2014 por ClOp-IMBICE

en el Campus Tecnaoldgico de CIC - Manuel B. Gonnet

Jornada sobez
NUEVAS MICROSCOPIAS.
MICROSCOPIOS ¥ SISTEMAS DE RECISTRO
¥ EVALUACION DE IMAGENES.

3 00 pciobea 1 9,00 51500

Miximo 40 participantes

— §
n P i ~3 -
\/(7/;'4«‘ y/(.«,.‘* 7. 42 . Ladipty
bS) insuriprion e y sravita
ot et bt o e - S—
et Apeti
Lugar de tiabaja:
Tel
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Semana

Presidencia g::r""‘:i‘:"g;zolog = {\Ieé:_ione%i d‘i
£ i 8 Ll a
de la Nacién e Innovacién Productiva Tec:or}g;g

Por la presente certifico que uﬁ \Mr\a QQ,L.'\Q/\E \do .
DNIN° __ M2, S5 243X , ha desarrollado

actividades en el marco de la Xll Semana Nacional de la

Ciencia y la Tecnologia, edicion 2014.

WM
Dra. Vera Brudny

Coordinadora del Programa Nacional de Popularizacion de la Ciencia y la Innovacién
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®:IMBICE 4,

INSTITUTO MULTIDISCIPLINARIO DE BIOLOGIA CELULAR
Jornadas de celebracidw ~ 40 anoy de actividad

Ceremonia de Apertura 28/11/2014
9:00 hs Autoridades CIC - CONICET - Provincia de Buenos Aires - IMBICE
Programa Cientifico 28/11/2014
10:30 hs

P

Simposio Fisiologia. Coordinador: Dr. Andrés Giovambattista

Dra. Alejandra Bosco (Dept. Neurobiclogy & Anatomy, Univ. Utah, USA)
¢Qué hace la microglia durante la neurodegeneracion ?

Dr. Marcelo Perone (IBIOBA, Bs .As.)
Anuncio de una muerte inesperada: ¢, homicidiode lacélula 7

Dr. Ricardo Dewey (IIB-INTECH, Chascomus)
Microambiente de células madre y Medicina Regenerativa

Dra. Jesica Raingo (IMBICE, La Plata)
Nuevos mecanismos de control sindptico en neuronas hipotaldmicas

Dr. Andrés Giovambattista (IMBICE, La Plata)
Células progenitoras de adipocitos del tejido adiposo blanco. Inhibirlas o activarfa

14:30 hs
Simposio Genética. Coordinador: Dra. Graciela Bailliet

Dr. Jorge Lépez Camelo (CEMIC, Bs. As )
Epidemiolagia de las malformaciones congénitas en Sudamérica: ECLAMC, una red colaborativa

Dr. Andrés Zambelli (Centro Investigacion en Biotecnologia, Advanta Semillas, Balcarce)
Realidades, mitos y expectativas sobre |a seleccién genémica aplicada al mejoramiento genético

a-Braciela Bailliet (IMBICE, La Plata)
cervo geneético autéctono en los Argentinos actuales

17: hs Conferencias Trayectoria del IMBICE
Dr. Néstor Bianchi (IMBICE, La Plata)
Dra. Lidia Vidal Rioja (IMBICE, Laﬂa?\
rograma de Divulgacion 29/11/2014
h\\ \\)
\ Vi COMUNICACIONES ABIERTAS A UNIDAD
Desde 11 hs

i Viva ladiversidad !
Dra. Cecilia Catanesi - Lab. Diversl ica

Genealogia, ancestria y genética
Dr. Claudio Bravi - Lab. Genética MoleculamRoblacional

Comer: un quilibrio entre la y el placer
Dr. Mario Perelld - Lab. Neurofisiologia

y otras il & Qué nos dice el ADN ?
Dra. Florencia Di Roceo - Lab. Genética Molecular

Culti células como |
Dr. Miguel Reigosa - Seccién de Cultivos Celularz-\

STANDS DE LABORATORIOS Y SERVICIOS
Me duele mucho, poquito, nada
Lab. Diversidad Genética -\\*_ N

P i6n1 z
Lab. Elec i — Lab. Neurcfi I Hc' \

Los camélidos de nuestratierra; Y esos qu!&les son ? C \
Lab. Genética Molecular / 0

¢
H\M
13

Enredo de genes. Mifamilia, mi ADN, y yo
Servicio de |dentificacién Genética

Cultivando células como
Servicio de Cultivos Celulares

Tejido adiposo : el tamafio es lo que importa
Lab. Neuroendocrinologia

0
Al ritmo de las mutaciones
0 0 0 Lab. Citogenéticay Mutagénesis
o O Historias secretas de nuestros genomas
Lab. Genética Molecular Poblacicnal

Avenida 7 esq. 49 - La Plata

Honorable Cdmara de Senadores de la Provincia de Buenos Aires
Edificio Anexo Vicegobernador Alberto Balestrini (ex-Banco Hipotecario)

=E 3 . CONICET
oy

=
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