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RESUMEN

En la dltima década se ha descrito la presencia de neurogénesis postnatal en
regiones no convencionales como el hipotalamo, region cerebral que, entre otras
funciones, integra sefiales asociadas al comportamiento alimenticio y al balance
energético. En el hipotalamo, el rol de precursora neuronal (PN) ha sido atribuido
a unas ceélulas semejantes morfologicamente a la glia radial embrionaria que
recubren la pared del tercer ventriculo (3V), denominadas tanicitos. Los tanicitos
son capaces de proliferar en respuesta a una dieta hipercalérica alta en grasa y
diferenciarse a neuronas maduras que desempefian un rol en la moderacién del
peso corporal. Este postulado sugiere que la neurogénesis hipotalamica
funcionaria como un mecanismo adaptativo en respuesta a cambios metabdlicos.
Al respecto, se generan algunas interrogantes: ¢cual es el efecto causado por
otras dietas hipercaléricas, como una dieta rica en glucosa? ¢cual es el
mecanismo molecular que permite la deteccion de cambios metabdlicos y a su

vez, la proliferacion de tanicitos?

Existen antecedentes que revelan que hemicanales conformados por conexina
43 (Cx43) forman parte del mecanismo de respuesta de los tanicitos a
incrementos en la glucorraquia. El rol de Cx43 ha sido asociado a la proliferacion
de PNs en otras regiones cerebrales y en distintas etapas del desarrollo, tanto en
la modalidad de hemicanales, activando la sefializacion purinérgica y generando
ondas de calcio que sincronizan el ciclo celular, como en la modalidad de uniones
comunicantes. La hipotesis de este trabajo pretende dilucidar el rol de Cx43 en la

proliferacion y comunicacion de tanicitos.



A través de la incorporacion de bromodesoxiuridina (BrdU) combinada con el
uso de inhibidores farmacologicos de Cx43 y receptores purinérgicos, esta tesis
demostré que los tanicitos: (i) proliferan en respuesta a un incremento de glucosa
en la dieta y (ii) que su division celular, acelerada por factores mitogénicos, es
sensible a la inhibicibn de Cx43. Reciprocamente, el mitdgeno FGF2 provoca la
apertura de hemicanales-Cx43, gatilla la sefalizacion purinérgica e induce la
transicion de células taniciticas a mitosis. Finalmente, recurriendo a técnicas de
electrofisiologia y ratones-Cx43 knockout (célula especifica), se corroboré que las
uniones comunicantes, conformadas especificamente por Cx43, son responsables
de la red de acoplamiento entre tanicitos, entregandose las primeras evidencias de
acoplamiento panglial hipotalamico. La falta de Cx43 afecta no solo el
acoplamiento y transmisibn de iones sino también su capacidad de
autorrenovacion. Por lo tanto, la red celular acoplada por uniones comunicantes

podria regular la funcién hipotaldmica tanto a corto como a largo plazo.



SUMMARY

In the last decade, the presence of postnatal neurogenesis has been
described in unconventional regions, including the hypothalamus, a brain region
that, among other functions, integrates signals associated with feeding behavior
and energy balance. In this region, the role of neuronal precursor (PN) has been
attributed to the radial glia-like cells that line the wall of the third ventricle (3V),
called tanycytes. Tanycytes can proliferate in response to a high-fat hypercaloric
diet and differentiate into mature neurons that play a role in moderating body
weight, suggesting that hypothalamic neurogenesis functions as an adaptive
mechanism in response to metabolic changes. In this regard, some questions are
generated: What is the effect caused by other hypercaloric diets, such as a high
glucose diet? What is the molecular mechanism that allows the detection of

metabolic changes and proliferation of tanycytes?

Previously, it has been shown that the glucosensing mechanism of tanycytes
involves hemichannels formed by connexin 43 (Cx43), which has a role in the the
proliferation of NPs in other brain areas and different developmental stages, both,
in the hemichannel modality, activating purinergic signaling and generating calcium
waves that synchronize the cell cycle through gap junctions. The hypothesis of this
work aims to elucidate the role of Cx43 in the proliferation and communication of

tanycytes.

The present work used bromodeoxyuridine (BrdU) incorporation combined with
pharmacological inhibitors of Cx43 and purinergic resceptors to show that

tanycytes: (i) proliferated in response to an increase in dietary glucose and (ii) that

Vi



their cell division, accelerated by mitogenic factors, was sensitive to Cx43
inhibition. Reciprocally, the mitogen, fibroblast growth factor 2 (FGF2) caused the
opening of hemichannels-Cx43, triggered purinergic signaling and induced the
transition of tanycytes to mitosis. Finally, using electrophysiology and cell specific
Cx43 knockout mice, it was confirmed that Cx43 was specifically responsible for
the tanycyte coupled network, giving the first evidence of hypothalamic panglial
coupling. The absence of Cx43 affected not only the coupling and transmission of
ions but also their self-renewal capacity. Therefore, the gap junctions-coupled

network could regulate hypothalamic function in both the short and long term.
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I. INTRODUCCION

1. Neurogénesis en el cerebro adulto

La neurogénesis postnatal puede ser definida como una serie de eventos
que conllevan a la produccidbn de nuevas neuronas en el cerebro adulto,
comprendiendo desde la division celular de los progenitores neurales (PNs) y su
posterior maduracidon hasta el establecimiento de la neurona generada en la red
neuronal (Lledo et al. 2006). En murinos, los nichos neurogénicos mas estudiados
se encuentran en la zona subgranular del hipocampo (ZSG) y la zona
subventricular de los ventriculos laterales (ZSV), donde diferentes subpoblaciones
celulares coexisten para originar neuronas y ceélulas gliales. En ambos nichos, los
progenitores primarios que generan estos tipos celulares son de origen glial;
clasicamente considerados astrocitos (Kriegstein & Alvarez-Buylla 2009). En la
ZSV reside una subpoblacion de astrocitos, denominados células B, que actdan
como PNs y son mayoritariamente quiescentes (Doetsch et al. 1999). Las células
B, las cuales tienen una lenta tasa de division, dan origen a las células C (también
denominadas precursor intermediario o de rapida amplificacién), las cuales, a su
vez, pueden generar las células A (neuroblastos inmaduros) que migran por la
corriente rostral migratoria hacia el bulbo olfatorio para establecerse en la capa

glomerular y convertirse en neuronas maduras (Figura 1).
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Figura 1. Esquema de los tipos de progenitores y linajes de la ZSV adulta.

Las PNs en la pared de los ventriculos laterales de los roedores adultos
corresponden a las células tipo B (astrocitos de la ZSV), las cuales retienen las
propiedades epiteliales, incluyendo la extensién de un pequefio proceso apical que
termina en el ventriculo y un proceso basal que contacta los vasos sanguineos.
Estos astrocitos dan origen a las células C, que corresponden a los precursores
intermediarios de amplificacién para producir nuevas neuronas (nIPCs) u otros
tipos gliales como los oligodendrocitos (olPC). Finalmente, las células A
(neuroblastos) migran por la corriente rostral migratoria y se insertan en la red
neuronal. Extraido de (Kriegstein & Alvarez-Buylla 2009). Similar a lo que ocurre
en la ZSV, existen astrocitos radiales, llamados también progenitores de tipo |, que
residen en la ZSG del hipocampo y actian como PNs (Altman & Das 1965). Los
astrocitos radiales dan origen a neuronas indirectamente a través de precursores

intermediarios, denominados células tipo D o progenitores de tipo Il



Esta renovacion a nivel celular no es estatica ni meramente regenerativa,
sino que constituye una respuesta adaptativa al entorno animal o estado interno
de éste. Concordante con esto, factores como la actividad sensorial y
enriquecimiento del olor y la exposiciéon al mismo modulan la neurogénesis en el
bulbo olfatorio, mientras que el ejercicio fisico, el aislamiento social, el
entrenamiento cognitivo, el estrés y la exposicion al alcohol, nicotina y

antidepresivos modulan la neurogénesis en el hipocampo (Lledo et al. 2006).

Los cambios plasticos del cerebro adulto involucran varios niveles de
organizacion, desde moléculas a sistemas; con cambios en elementos neuronales
concomitantes a cambios en las glias y vasos sanguineos. Dentro de las posibles
funciones de las nuevas neuronas generadas esta integrarse en el circuito pre-
existente, cumpliendo su rol sin provocar otros cambios (regeneracion) o modificar

la red neuronal existente (plasticidad) (Lledo et al. 2006).

La mayoria de las técnicas empleadas para descubrir la generacion de
nuevas neuronas, consisten en la administracién in vivo de un nucleétido marcado,
tales como timidina tritada o 5-bromo-2’-deoxiuridina (BrdU), los que son
incorporados al ADN cuando las células se dividen y permiten el seguimiento de
las células hijas a través del tiempo. La combinacion de esta técnica con el uso de
marcadores fenotipo-especificos, permiten la identificacion y caracterizacion de las
células hijas. Proteinas, tales como doblecortina (DCX) (Batailler et al. 2014) o la
molécula de adhesion celular neuronal con modificacion de acido polisialico (PSA-
NCAM) (Bonfanti et al. 1992) son ejemplos de marcadores para neuroblastos

migrantes.



Una de las limitaciones de este procedimiento, es analizar la neurogénesis
en humanos. Analisis post-mortem de cerebros humanos, mostraron presencia de
neuronas hipocampales nacientes (Boldrini et al. 2018), pero limitada
neurogénesis en la ZSV después de los 8 meses de edad (Eriksson et al. 1998).
Sin embargo, células DCX positivas (Batailler et al. 2014) y potenciales
poblaciones de PNs con capacidades proliferativas (Pellegrino et al. 2018) fueron
encontradas en rebanadas hipotalamicas de humanos adultos y en otros nichos
neurogénicos “no-candnicos” que han sido descubiertos en roedores, tales como
el complejo dorsal vagal (Bauer et al. 2005) y amigdala (Jhaveri et al. 2018), los
cuales se localizan especialmente en la cercania de 6rganos circunventriculares

(Hourai & Miyata 2013).

2. Hipotalamo adulto como nicho neurogénico

Ademas de la ZSV y ZSG, se demostro la existencia de neurogénesis en el
hipotalamo adulto (Cheng 2013; Batailler et al. 2014; Xu et al. 2005; Kokoeva et al.
2005; Perez-Martin et al. 2010; Kokoeva et al. 2007), estructura cerebral localizada
en la base del diencéfalo, cercano al tercer ventriculo (3V) y en estrecho contacto
con la eminencia media (EM), un érgano circunventricular. El hipotalamo es el
mayor centro regulador del balance energético y comportamientos instintivos,
como lo es el comportamiento alimenticio. En el hipotdlamo, el ndcleo arqueado
(ARC) esta compuesto de agrupaciones neuronales que inician o inhiben la

ingesta alimenticia a travées de la liberacion de péptidos orexigénicos o



anorexigénicos, respectivamente (Schwartz et al. 2000). No so6lo células
neuronales, sino también glias componen la maquinaria celular que permite la
deteccidon de nutrientes. Los tanicitos, por ejemplo, son células clasificadas como
ependimarias especializadas o como glias radiales reminiscentes que recubren las
paredes laterales y el piso del 3V, y sus polos apicales contactan el liquido
cefalorraquideo (LCR), mientras que sus prolongaciones basales se proyectan
hasta el ARC (Flament-Durand & Brion 1985). Estas células han sido
categorizadas dentro de cuatro sub-grupos de acuerdo a diferencias en su
localizacion y expresion génica; los a1, a2 (Robins et al. 2013), B1 y B2 (Rodriguez
et al. 2005). Los tanicitos a1 se localizan en la zona mas dorsal de las paredes del
3V y sus procesos contactan neuronas del nucleo ventromedial. Los tanicitos a2 y
B1 se localizan mas ventralmente en el hipotdlamo y contactan las neuronas
orexigénicas y anorexigénicas del ARC a través de sus extensos procesos que
pueden alcanzar la superficie pial. La subpoblaciéon B2 recubre el piso del 3V y

presentan uniones ocluyentes que forman la barrera LCR-EM (Figura 2).
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Figura 2. Representacion esquematica del hipotdlamo basal.

Los ependimocitos ciliados (Ep) recubren la pared dorsal del 3V. Los tanicitos al
extienden sus procesos que contactan las neuronas del nucleo dorsomedial (no
mostrado), ventromedial (VMN, azul), mientras que los tanicitos a2 y B1 lo hacen
con neuronas orexigénicas y anorexigénicas y vasos sanguineos del nucleo
arqueado (ARC, rosa). En el piso del 3V, los tanicitos B2 estan unidos entre si
mediantes uniones ocluyentes y sus procesos contactan los capilares fenestrados
de la EM, formando parte de la barrera entre la circulacion periférica 'y el LCR. Re-
disefiado de (Elizondo-Vega et al. 2015).



Se ha demostrado que los procesos de los tanicitos B2 controlan la
secrecion de neuropéptidos generados por las neuronas hipotalamicas a la
vasculatura portal de la eminencia media, un proceso que puede ser regulado por
oxido nitrico y hormonas (Prevot 2002). Ademas, sus uniones intercelulares de
tipo ocluyentes y comunicantes pueden variar dependiendo el estado metabdlico
del organismo (Langlet et al. 2013b). Se ha postulado que los tanicitos actian
como células neuro-moduladoras, ya que regulan la disponibilidad y acceso de
hormonas que inducen saciedad como la leptina (Balland et al. 2014) y que
inducen hambre como la ghrelina (Collden et al. 2015) desde el tejido periférico a
neuronas del ARC. Recientemente, se ha postulado que los tanicitos liberan
FGF21 como una sefial neuronal paracrina en respuesta a palmitato periférico,
induciendo saciedad y regulando la homeostasis lipidica (Geller et al. 2019).
Ademas, poseen la maquinaria molecular que permite la deteccion de nutrientes
como la glucosa; el transportador de glucosa 2 (GLUT2) de alta capacidad (Garcia
et al. 2003) y la enzima glucoquinasa (GK) (Millan et al. 2010). Los tanicitos
hipotalamicos responden a glucosa a través de la apertura de hemicanales
formados por Cx43, en un proceso que depende de la via glicolitica y no de la
fosforilacién oxidativa (Orellana et al. 2012). Estas células también poseen los
transportadores de monocarboxilatos MCT1-4 (Cortes-Campos et al. 2011), que
median la liberacion de lactato. La inhibicion de MCT1 y MCT4 en los tanicitos,
altera las respuestas de las neuronas del ARC con consecuencias en la ingesta
alimenticia (Elizondo-Vega et al. 2016). Por tanto, los tanicitos participan en la
generacion de respuestas que regulan el comportamiento alimenticio, pero

también retienen caracteristicas de las glias radiales embrionarias, las cuales han
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sido identificadas como la mayor fuente de neuronas durante el desarrollo (Gotz &

Barde 2005).

3. Tanicitos como PNs hipotalamicos

En 2005, Xu y cols (Xu et al. 2005) mostraron por primera vez que la zona
del epéndimo del 3V de ratas adultas poseia propiedades neurogénicas. La
investigacion consistia en inyectar al 3V un adenovirus asociado que portaba un
reportero fluorescente e infectar las células ependimarias. Los resultados
mostraron que algunas de las células marcadas migraban desde la zona
ventricular hasta el parénquima hipotalamico y se transformaban en neuronas
maduras que se integraban funcionalmente a la red neuronal pre-existente luego
de 4 semanas (Xu et al. 2005). Cuando BrdU se administré en adicion a factores
conocidos por estimular la proliferacion, hubo una marcada actividad mitética en

las células circundantes al 3V, incluyendo tanicitos (Xu et al. 2005).

Al igual que las células B de la ZSV y los progenitores de tipo | en la ZSG,
los tanicitos comparten algunos marcadores tipicos de la glia radial (Chen et al.
2017), tales como: la proteina acidica fibrilar glial (GFAP, por sus siglas en inglés),
nestina (Lee et al. 2012), transportador de glutamato-aspartato (GLAST) (Haan et
al. 2013), proteina cerebral de unién a lipidos (BLBP) (Haan et al. 2013) y SRY-
box 2 0 SOX2 (de sus siglas en inglés Sex determining Region Y-box 2) (Lee et al.
2012), el dltimo es necesario para mantener la pluripotencialidad. Los tanicitos

también expresan el factor de crecimiento de fibroblastos 10 (FGF10) (Haan et al.



2013), Notchl, Notch2, Hes5, Rax, Gpr50, Lhx2, Sox9 y neuronatina (Lee et al.
2012), los cuales, en un organismo adulto, se encuentran distribuidos en los

nichos con potencial neurogénico (Hajihosseini et al. 2008; Lee et al. 2012).

La morfologia de la glia radial embrionaria se caracteriza por tener una
polaridad apical-basal, la cual esta relacionada estrechamente a su funcion; el
cuerpo celular esta retenido en la zona ventricular y sus procesos mantienen
contacto con la superficie pial, sirviendo de guia para la migracion parenquimal de
los nuevos neuroblastos generados. En este sentido, los tanicitos comparten
algunas de las propiedades morfolégicas de la glia radial embrionaria; ya que
algunos de los tanicitos a2, B1 y B2 alcanzan la superficie pial del cerebro (Mathew
& Singh 1989). Similar a la funcion de la glia radial embrionaria, algunos
investigadores advierten que las nuevas células generadas se mantienen
asociadas a los procesos de los tanicitos (Robins et al. 2013). Ademas, los
tanicitos retienen la propiedad de PNs de formar neurosferas (Xu et al. 2005;
Robins et al. 2013), fendmeno que se presenta al aislar y cultivar PNs y sus
progenitores de forma separada y flotante y cuya diferenciacion a otros tipos
celulares puede ser inducida bajo la exposicion a condiciones de adhesion celular.
Aunqgue las neurosferas no estan formadas Unicamente de progenitores primarios,
la mayoria de las células son multipotentes y poseen capacidad de auto-

renovarse.

La identidad de los tanicitos responsables de generar nuevas neuronas es
aun contradictoria. Estudios de micro-diseccion de areas especificas han
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demostrado que los a-tanicitos son altamente neurosferogénicos, mientras que los
B-tanicitos fallan en la generacion de neurosferas (Robins et al. 2013). Sin
embargo, Lee y cols (Lee & Blackshaw 2012) sefialan la existencia de un dominio
altamente proliferativo, el que, determinado por su localizacién, morfologia y co-
localizacion de los marcadores nestina, Sox2 y vimentina, corresponde a {32-
tanicitos. Para confirmar el origen de las nuevas células hipotalamicas generadas,
se han utilizado experimentos de rastreo de linaje. Esta metodologia recurre a
ratones genéticamente modificados que expresan una proteina reportera bajo el
control de elementos reguladores fenotipo-especifico (como Fgfl0 en el caso de
tanicitos). Ya que el reportero es expresado exclusivamente en tanicitos y su
progenie, se permite el seguimiento del destino de estas células a traves del
tiempo. Estos estudios muestran que en un ratén adulto, los tanicitos proliferan y
dan origen a astrocitos parenquimales, neuronas anorexigénicas y orexigénicas
que responden a sefales periféricas (Recabal et al. 2017). De hecho, las nuevas
neuronas generadas son positivas para POMC o NPY y su funcionalidad es
demostrada a través de la fosforilacion de STAT3 luego de inyecciones de leptina

(Kokoeva et al. 2005; Gouaze et al. 2013).

4. Neurogénesis hipotalamica como mecanismo adaptativo

La existencia de neurogeéenesis en el hipotalamo, el mayor centro regulador
de la homeostasis y balance energético, abri6 interrogantes sobre la influencia que
podria tener ésta en el comportamiento alimenticio o, inversamente, si el estado

nutricional tiene un impacto en la generacion de nuevas neuronas. Aunque el
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factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF, por sus siglas en inglés), fue la
primera molécula demostrada en promover la génesis de nuevas neuronas
hipotalamicas (Pencea et al. 2001), la neurogénesis hipotalamica asociada al
balance metabdlico fue inicialmente confirmada en respuesta al factor neurotréfico
ciliar (CNTF) (Kokoeva et al. 2005). En la investigacion, se observo que la droga
Axokina, un analogo de CNTF que fue primeramente desarrollado para el
tratamiento contra la obesidad, tenia un efecto que se prolongaba incluso hasta
después de cesado el tratamiento. El mismo estudio identific6 que los efectos a
largo plazo de la administracion de CNTF se debian a su capacidad para
mantener la division de las precursoras neurales adultas y, por consiguiente, a una
remodelacion a largo plazo en la estructura cerebral (Kokoeva et al. 2005). La
metodologia consistido en la exposicion de ratones a una dieta rica en grasas y
simultdneamente, la incorporacion de BrdU y CNTF en el LCR. Los ratones
tratados con CNTF mostraron una notable reduccion en su peso corporal
comparado a los ratones controles a los que no les fue administrado este factor.
Andlisis inmunohistoquimicos de secciones hipotalamicas mostraron que CNTF
también aument6 el nimero de células BrdU positivas tras una administracion
continua e intracerebroventricular (icv) de 7 dias. Algunas de las células BrdU
positivas expresaron marcadores de glias, neuroblastos migrantes o neuronas
completamente maduras, indicando que las células nacientes pudieron adoptar un
fenotipo tanto glial como neuronal. Especificamente, algunas neuronas originadas
expresaron el neuropéptido orexigénico NPY y el anorexigénico POMC y fueron
capaces de activar la sefalizacion intracelular en respuesta a leptina. A pesar de

que este estudio inicial no involucré directamente la proliferacion ni diferenciacion
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de tanicitos, sent6 las bases para futuras investigaciones que mostraron la
proliferacion de tanicitos tras la infusion de otros mitdbgenos como el factor de
crecimiento de fibroblastos 2 (FGF2) (Robins et al. 2013) y factor de crecimiento
de insulina (IGF-I) (Perez-Martin et al. 2010). El receptor de ambos mitdgenos es
expresado en tanicitos (Chaker et al. 2016; Kaminskas et al. 2019); no obstante, la
inhibicion de la sefnalizacion de IGF en ratones adultos (a través de la delecion
genética de su receptor) produjo un aumento en la produccion neuronal, ya que
previno el agotamiento relacionado con la edad selectivamente en a-tanicitos
(Chaker et al. 2016). Se ha demostrado que el potencial proliferativo de los a-
tanicitos bajo condiciones normales disminuye un 48% entre los 4 y 16 meses,
mientras que los mutantes mantienen e incluso aumentan hasta un 30% el nimero

de esta poblacion celular (Chaker et al. 2016).

No s6lo mitbgenos sino también nutrientes han sido infundidos en el 3V con
el fin de investigar si éstos aumentan la ocurrencia de neurogénesis. Nascimento y
cols. (Nascimento et al. 2016) administraron acidos grasos poliinsaturados via
dieta 0 acido docosahexaenoico icv. El procedimiento experimental consistié en
alimentar a ratones con una dieta rica en grasas o dietas con diferentes
porcentajes de sustituciéon de los &cidos grasos saturados predominantes con
aceite de linaza, el que contiene un 45% de omega 3. Para relacionar el efecto de
la mejora inducida por omega 3 o acido docosahexaenoico en los parametros
metabolicos con la neurogénesis hipotalamica, el siguiente paso fue incorporar
BrdU y evaluar la expresion de marcadores de neuronas inmaduras. Cuando los

acidos grasos saturados fueron sustituidos, los ratones: (i) redujeron la ganancia
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en su peso corporal y los niveles de glucosa circulantes en ayuno (ii) mejoraron la
respuesta a leptina, (iii) aumenté el numero de células hipotalamicas en division y
también de células que expresan DCX, evidenciando la generacion de
neuroblastos, (iv) aumenté el nimero de neuronas POMC nacientes, pero no de
NPY, sugiriendo que el omega 3 induce neurogénesis predominantemente de

fenotipo anorexigénico.

5. Cambios metabdlicos modulan la neurogénesis hipotalamica

La tasa de neurogénesis calculada como la proporcion de nuevas neuronas
generadas sobre el total de células generadas en el hipotalamo de ratones y ratas
adultos (1-37%; (Migaud et al. 2010)) es baja en comparacion a la ZSV y ZSG (70-
100%; (Lledo et al. 2006)), aunque puede ser elevada por cambios ambientales
y/o en el organismo que perturban la homeostasis, tales como altas temperaturas
(Matsuzaki et al. 2009), ejercicio fisico (Niwa et al. 2016) o cambios en el
comportamiento alimenticio (Kokoeva et al. 2005; Lee et al. 2012; Gouaze et al.
2013; Nascimento et al. 2016). Durante la neurogénesis prenatal, la exposicion in
utero a una dieta rica en grasas estimula la produccion de neuronas hipotalamicas
orexigénicas, lo cual provoca posteriores alteraciones en el comportamiento
alimenticio y condiciones fisiolégicas que se mantienen hasta la adultez,
demostrado por un elevado peso corporal y preferencia cal6rica en postnatal 70

(P70) (Chang et al. 2008).
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De manera opuesta, experimentos que utilizan roedores adultos expuestos a

una dieta rica en grasas (HFD, High fat diet) demostraron lo siguiente:

()

(ii)

(i)

(iv)

La neurogénesis de tipo anorexigénica se vio acelerada, previniendo la
ganancia de peso corporal y masa grasa promovida por cambios en la dieta
(Gouaze et al. 2013), en un periodo de 1-3 semanas en machos. Como ya ha
sido mencionado, los &cidos grasos poliinsaturados como el &cido
docosahexaenoico (DHA), administrados en la dieta o icv, incrementaron la
generacion de neuronas POMC positivas, posiblemente a través de la
interaccién con el receptor de acidos grasos GPR40 (Nascimento et al.
2016).

Los ratones hembras, pero no los machos, que consumieron una HFD por 34
dias tuvieron un aumento de la proliferacion celular atenuado por el estradiol
en el ARC (Bless et al. 2016).

La exposicion crénica (mayor a 8 semanas) a una HFD condujo a la pérdida
de neuronas hipotaldmicas maduras de tipo orexigénicas y anorexigénicas
(Moraes et al. 2009), asi como la pérdida de precursores neuronales
hipotalamicos (Li et al. 2012). El microambiente inflamatorio activado en pre-
obesidad y pre-diabetes perjudicé la supervivencia de los progenitores
neuronales hipotalamicos tras la activacion del factor IkB quinasa B/kB
nuclear (Li et al. 2012).

La infusion icv simultanea de la droga antineoplasica citosina-B-D-
arabinofuranosido (AraC) y el consumo de HFD fue suficiente para causar un

aumento exagerado en el peso corporal (Kokoeva et al. 2005; Gouaze et al.
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2013), lo que implica que la neurogénesis hipotalamica puede restablecer el
equilibrio energético. En discrepancia, la inhibicion de la replicacion mediante
irradiacion sitio dirigida en el hipotalamo ventromedial de ratones hembras
disminuy6 la neurogénesis hipotalamica, aumenté el gasto de energia y
disminuyo su peso corporal, sugiriendo que la diferenciacién neuronal debida
a una HDF promueve el almacenamiento de energia en la forma de grasa
(Lee et al. 2012; Lee et al. 2014)

(v) Ratones transgénicos que tuvieron una degeneracion progresiva de las
neuronas orexigénicas del tipo AgRP debido a la eliminacién genética del
factor de transcripcion mitocondrial A (Tfam) fueron capaces de generar un
nuevo subconjunto de neuronas AgRP (Tfam positivas) hecho que explica
por qué los ratones mutantes no presentaron un peso corporal reducido
como respuesta a la neurodegeneracion (Pierce & Xu 2010).

(vi) Ratones genéticamente modificados para eliminar los tanicitos a2, 1y 2,
exhibieron un aumento de la distribucion de grasa visceral, acompafiado de
insensibilidad a insulina. La administracion de una dieta rica en grasa en
estos ratones acelera el incremento de su peso corporal respecto a los
ratones controles. Estos resultados clarifican la evidencia de que los tanicitos
regulan el metabolismo energético, especialmente su rol en controlar la

adiposidad corporal (Yoo et al. 2019).

La mayor parte de la evidencia existente sugiere que hay un conjunto de PNs
hipotalamicos que responden a las agresiones ambientales al proliferar y

convertirse en neuronas con el fenotipo necesario para restablecer el equilibrio
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energético. Sin embargo, los datos son contradictorios con respecto a la
identificacion y localizacion de las PNs, los cuales pueden deberse a factores
endogenos y/o los enfoques técnicos, como la extension del tratamiento y forma
de administracion de BrdU (Sousa-Ferreira et al. 2014). Asimismo, aun resta por
dilucidar los mecanismos subyacentes a la proliferacion y sincronizacién del ciclo

celular en los tanicitos.

6. Uniones comunicantes-Cx43 sincronizan la proliferacién de PNs

Ademas de la interaccion con factores extracelulares difusibles (tales como
FGF2 e IGF) que requieren de la activacion de receptores para sefalizar, las
células pueden interaccionar directamente entre ellas a través de uniones
comunicantes intercelulares (LoTurco et al. 1991). En mamiferos, las proteinas
conexinas y panexinas (Penuela et al. 2013) se organizan a modo de hexameros
para formar un hemicanal, también denominado conexén o panexén,
respectivamente, el cual se concentra en dominios de la membrana plasmaética.
Dos conexones, formados por conexinas (inexinas en invertebrados), pero no por
panexinas, de células vecinas pueden alinearse y aparearse formando canales
intercelulares cuya funcion es servir de ruta célula-célula para el intercambio de
moléculas citosolicas menores a 1 kDa aproximadamente (Axelsen et al. 2013).
Moléculas como iones inorganicos (Ca?*, K*, Na*, etc.), adenosina monofosfato
ciclico (AMPc), inositol 3-fosfato (IP3) y pequefios morfégenos pueden moverse
bidireccionalmente a través de estos canales, pero el paso de proteinas y acidos

nucleicos es limitado (Kumar & Gilula 1996). En algunos casos, la fusibn completa
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de las membranas a través de uniones comunicantes puede asemejarse a un

sincicio multinucleado (Dermietzel et al. 1990).

Aunque el genoma de mamifero codifica para alrededor de 20 conexinas y 3

panexinas (ambas exhiben patrones de expresion estadio y tejido-especificos

(Willecke et al. 2002; Panchin et al. 2000), sOlo ciertas conexinas han sido

asociadas al proceso de neurogénesis. Al respecto, se ha sugerido que:

()

(ii)

(i)

(iv)

v)

durante el desarrollo embrionario, Cx26, Cx43 y Cx45 se expresan en la
zona ventricular (ZV) de los ventriculos laterales (Bittman & LoTurco 1999;
Miragall et al. 1997), donde residen los PNs y glias radiales. Cx45 se expresa
también en precursores de amplificacion de la ZSV adulta para modular su
proliferacion (Khodosevich et al. 2012).

los niveles de Cx26 y Cx43 aumentan durante el proceso de neurogénesis
embrionaria para luego caer al término de ésta (Bittman et al. 1997).

en la neurogénesis embrionaria temprana, todos los precursores en fase S-
G2 del ciclo celular se encuentran acoplados mediante uniones
comunicantes y su desacoplamiento inducido farmacoldégicamente por
octanol disminuye el porcentaje de células de la ZV que entran en fase S
(Bittman et al. 1997).

en estadio adulto, Cx43 promueve la sobrevida de las neuronas nacientes en
el hipocampo, mientras que Cx30 restringe su supervivencia (Liebmann et al.
2013).

Otros ejemplos de PNs que se caracterizan por estar robustamente
acopladas entre si y por expresar altos niveles de Cx43 son: las PNs
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postnatales tempranas (Freitas et al. 2012), las de la ZSV en un cerebro
adulto (Lacar et al. 2011), neurosferas originadas de la ZSV adulta
(Talaveron et al. 2015), los astrocitos radiales de la ZSG del giro dentado
adulto (Kunze et al. 2009) y los precursores neurogeénicos proliferativos del
canal central (Russo et al. 2008).

(vi) En tanicitos forman un sincicio acoplado, el cual puede ser desacoplado tras
el uso de carbenoxelona, un inhibidor inespecifico de uniones comunicantes.
Sin embargo, aun no se ha descrito qué conexinas especificas participan en
la red de acoplamiento de tanicitos (Szilvasy-Szabo et al. 2017). Al respecto

este trabajo de tesis realiza un importante aporte.

7. Sefializacién purinérgica estimula la proliferacion de PNs

7.1. Apertura de Hemicanales

Los hemicanales desapareados también pueden formar canales funcionales
en dominios de la membrana que no contactan a una célula vecina, conectando el
medio intra- con el extracelular y permitiendo el flujo bidireccional de diversas
moléculas. Generalmente, los hemicanales se encuentran cerrados bajo
condiciones fisioldgicas, pero su probabilidad de apertura puede aumentar tras la
disminucion de la concentracion de Ca?' extracelular (Li et al. 1996),
depolarizacion de la membrana (Trexler et al. 1996), estimulacion mecanica (Bao
et al. 2004), UTP extracelular (Cotrina et al. 1998), inhibicion metabdlica (Vergara
et al. 2003) e incremento en la concentraciéon Ca?* citosélico (De Vuyst et al.

2007), permitiendo la fuga de moléculas como glutamato, Ca?* y ATP al medio e
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inversamente, la captacion de grandes moléculas extracelulares como yoduro de
propidio, bromuro de etidio y Lucifer Yellow (Saez et al. 2005; Stewart 1981).
Debido a que el paso de estos marcadores ocurre normalmente a través de
uniones comunicantes, su captacion desde el medio extracelular también puede
ser impedida en presencia de bloqueadores generales de uniones comunicantes,
como carbenoxelona (CBX), o especificos, como los péptidos miméticos de Cx43,

Gap26 y Gap27 (Orellana et al. 2012; Arshad et al. 2018).

La actividad de hemicanales compuestos especificamente de Cx43 ha sido
estudiada bajo estimulos rapidos (minutos) de factores metabdlicos, como el
incremento en la concentracion de glucosa extracelular en tanicitos (Orellana et al.
2012) y lentamente (horas) por factores mitogénicos como FGF1 en células Hela y
astrocitos espinales (Schalper et al. 2008; Garre et al. 2010) y FGF2 en células de
glioma (De Vuyst et al. 2007). La apertura controlada de los hemicanales-Cx43 por
estos mitdgenos, puede deberse a cambios en el estado de
fosforilacién/defosforilacion de los mas de 21 posibles sitios fosforilables de la
region C-terminal (Axelsen et al. 2013; Pogoda et al. 2016), la que interactia con
la region formadora del poro a modo de “bola y cadena”. La activacion de los
hemicanales conformados de Cx43 inducido por glucosa, FGF1 y FGF2, estimula
la liberacion de ATP al medio extracelular, gatillando la denominada sefializacion

purinérgica.
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7.2. Liberacion de nucleoétidos e interaccion con los receptores purinérgicos

En la glia radial, las ondas de calcio juegan un rol crucial en la regulacion y
sincronizacion del ciclo celular (Bittman et al. 1997). Estas ocurren de forma
espontanea y requieren la activacion de hemicanales conformados de conexinas,
activacion de la sefalizacion purinérgica y la subsecuente liberacion de calcio
mediada por inositol trifosfato (IP3) (Weissman et al. 2004). La sefializacion auto-
paracrina mediada por nucleétidos extracelulares es compleja, puesto que
distintos nucleétidos pueden estimular receptores tanto ionotrépicos (P2X1.7) como
metabotropicos (receptores P2Y124611,12,1314), €stando estos Ultimos a su vez,
asociados a diferentes vias de sefializacién (Zimmermann 2006). A pesar de que
existen 8 subtipos de receptores P2Y, se ha propuesto que P2Y1 y P2Y2 son
necesarios para mantener el estado proliferativo de las PNs (Lin et al. 2007). En
roedores, ambos receptores son estimulados principalmente por los pares de
ligandos ADP; ATP y UTP; ATP, respectivamente (Zimmermann 2006) y su
cascada de sefalizacion prosigue activando fosfolipasa C-B, hidrolizando
fosfatidilinositol bifosfato (PIP2) y generando el segundo mensajero inositol
trifosfato (IPs) para finalmente inducir la liberacion de Ca?* desde depdsitos
citoplasmicos sensibles a IP3 (Burnstock 2007; Rubini et al. 2009). El incremento
en el calcio intracelular es requerido para redirigir a la célula a la fase S y M del
ciclo celular, en vez de salir del ciclo como una neurona post-mitética (Berridge
1995). Las ondas de calcio, transmitidas intercelularmente a través de uniones
comunicantes o a lo largo de la fibra radial (Rash et al. 2016), jugarian un rol como

“coordinadoras de fase S” de una agrupacion de PNs.
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Tras cumplir su funcién, los nucleétidos extracelulares pueden ser
inactivados o inter-convertidos por una multiplicidad de enzimas denominadas
ectonucleotidasas, de las cuales ectonucleodsido trifosfato difosfohidrolasa 2
(ENTPDasa 2) es caracteristica de los nichos neurogénicos y altamente selectivo
para ATP (Masse et al. 2007). Es asi como el ATP extracelular puede ser
degradado a adenosina, la que también puede influir en el desarrollo nervioso via

receptores P1 (A1, Aza, Azg, As) (Zimmermann 2006).

La sefalizacidbn purinérgica a través de los receptores P2Y1l permite la
proliferacion de la glia radial durante el desarrollo del sistema nervioso central
(SNC) (Weissman et al. 2004), promueve la expansion de neurosferas
embrionarias y su expresion decae a medida que las progenitoras se diferencian a
neuronas (Lin et al. 2007). En un organismo adulto, la infusibn de ATP a los
ventriculos laterales promueve la proliferacion de PNs de la ZSV in vivo, mientras
qgue la infusion un agonista selectivo de P2Y1, previene dicho evento (Suyama et
al. 2012). Concordante con la implicancia de las proteinas Cx43 y P2Y1 en una via
comun, las PNs embrionarias crecidas como neurosferas y obtenidas a partir del
cuerpo estriado de ratones deficientes genéticamente de Cx43, presentan

ademas, expresion disminuida de P2Y1 (Scemes et al. 2003).

Bajas concentraciones de ATP extracelular (30-100 pM) también pueden
potenciar la proliferacion inducida por FGF2 (Neary et al. 2008), el cual pertenece
a la superfamilia de FGFs. Su unidn con el receptor es facilitado por el cofactor
heparina y sefializa a través de los receptores tirosina kinasa FGFR1-4. La
activacion de FGFR1 es suficiente para gatillar una cascada de sefializacion
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basada en una serie de enzimas quinasas activadas en secuencia (Ras, Raf,
MEK, ERK1/2) que transmiten la sefial quimica desde la membrana celular al
ndcleo. La activacion de ERK/MAPK en PNs adultas es necesaria para mantener
el estado proliferativo de las mismas (Ma et al. 2009; Zheng et al. 2004).
Receptores P2Y también pueden trans-activar al efector ERK1/2 de forma Raf-
independiente a través de la proteina kinasa C (PKC), actuando sinérgicamente
con FGF2 para regular la proliferacion (Neary et al. 1998). En efecto, cultivos de
astrocitos co-tratados con ATP y FGF2, exhiben una activacion mas temprana de
ERK1/2 que si fuera solo con FGF2, y mas sostenida en el tiempo comparado con

s6lo ATP (Neary et al. 2001).

8. Sefializacién purinérgica en tanicitos

El rol de los hemicanales y de la sefializacion purinérgica sobre el potencial
gluco-sensor de los tanicitos se ha demostrado en rebanadas hipotalamicas vivas,
aplicando altas concentraciones de glucosa sobre los cuerpos celulares de los
tanicitos. Este estimulo promueve la liberacion de ATP a través de hemicanales e
incrementa la concentracion de Ca?* intracelular ([Ca?*]) en tanicitos al y 2
(Frayling et al. 2011a). EI mecanismo especifico a través del cual se produce un
alza en el [Ca?] ha sido estudiado en cultivo primario de tanicitos usando
inhibidores farmacoldgicos y consiste en los siguientes eventos secuenciales; (1)
el transporte de glucosa mediado principalmente por transportadores de glucosa (y
en menor magnitud por hemicanales), (2) su metabolismo glicolitico y no por

fosforilacién oxidativa, (3) produccion de ATP, (4) cierre de los canales de K*
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sensibles a ATP (Kate), (5) aumento de la probabilidad de apertura de
hemicanales-Cx43, (6) exporte de ATP al entorno extracelular a través de los
mismos, (7) activacion de los receptores P2Y1, (8) seguido por activacion de los
receptores sensibles a IP; y (9) la liberacion de Ca?* desde reservorios
intracelulares (Orellana et al. 2012) (Figura 3). EI mecanismo que genera la
apertura de los hemicanales en los tanicitos aun no se conoce, pero se sabe que
el cierre del canal Katp €s necesario para la actividad del hemicanal inducida por
glucosa. Sin embargo, glibenclamida, un inhibidor de los canales Katp, Nno induce
la apertura del hemicanal, lo que sugiere que es necesario un mecanismo
adicional y aun no identificado para la activacion del hemicanal Cx43. En otros
tipos celulares se ha demostrado que se requiere de la activaciéon de AKT (Batra et
al. 2014; Salas et al. 2015). La deteccion de glucosa en cultivos primarios de
tanicitos es relativamente consistente con el modelo de deteccién utilizado por
células B-pancreaticas, aunque los tanicitos podrian exhibir otros mecanismos

adicionales de deteccion de glucosa.

Una idea interesante seria asociar la capacidad de los tanicitos de integrar
los diferentes tipos de sefalizacion de Ca?* con cambios en la expresion de genes
gue conlleven a la regulaciéon de su propension a dividirse y generar nuevas

células hipotaldmicas (Bolborea & Dale 2013).
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Figura 3. Modelo de deteccion de glucosa en tanicitos.

Tras un incremento en la concentracion de glucosa extracelular, ésta ingresa a la
célula principalmente a través de transportadores GLUTs (1), y en menor grado, a
través de hemicanales conformados de Cx43. La fosforilacion de la glucosa es
mediada por la glucokinasa (2), produciendo ATP (3), cuyo incremento cierra los
canales de K+ sensibles a ATP (4). A través de un mecanismo desconocido, este
evento genera la apertura de hemicanales conformados por Cx43 (5), por los
cuales es liberado ATP al medio extracelular (6), activando receptores
purinérgicos P2Y (7) e induciendo la formacion de IP3 citoplasmatico (8). Este
evento promueve la liberacion de Ca?* almacenado en organelos celulares y gatilla
finalmente el incremento en el Ca?* intracelular (9). Extraido de (Orellana et al.
2012).
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9. Planteamiento general del problema

La restriccion calorica y la dieta rica en grasas han sido sefialados como los
anicos estimulos metabdlicos que, hasta el momento, influencian la proliferacion
de PNs hipotalamicas. Es probable que, ante estimulos hipercaléricos, los tanicitos
sefalicen a través de mdltiples mecanismos moleculares que pueden ser
redundantes con aquellos que permiten la deteccion de metabolitos. En linea con
esto, estudios in vitro han determinado que los tanicitos responden al incremento
en la concentracion de glucosa extracelular generando ondas de calcio que son
originadas a partir de la activacion de la sefializacién purinérgica; la liberacion
controlada de ATP al espacio extracelular mediada principalmente por HC-Cx43 y
subsecuente activacion de receptores P2Y (Bolborea & Dale 2013). Al respecto,
es posible formular las siguientes interrogantes: ¢,qué efecto tendra la exposicioén a
otras dietas hipercaléricas como una dieta rica en azucar sobre la proliferacion
especificamente de tanicitos? ¢serd la sefializacion purinérgica uno de los
mecanismos que, ademas de ser activada en respuesta a glucosa, participa en la

proliferacion de este tipo celular?

Cabe recordar que se ha determinado que FGF2 puede inducir tanto la
apertura de hemicanales-Cx43 y la salida de ATP en células de glioma (De Vuyst
et al. 2007), como actuar sinérgicamente con el ATP extracelular para potenciar la
proliferacion de astrocitos en cultivo (Neary et al. 2008). Los tanicitos expresan el
receptor FGFR1 (Choubey et al. 2017; Kaminskas et al. ; Kano et al. 2019) y
responden a su ligando FGF2 caracterizado mediante la formacién de neurosferas
(Xu et al. 2005) o a traves de explantes hipotalamicos cultivados en presencia de
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este factor (Robins et al. 2013). Puesto que los tanicitos presentan la maquinaria
molecular responsable de la sefializacion por FGF2 ¢Puede este factor promover

la apertura de HCs-Cx43 y liberacién de ATP al medio extracelular?

Finalmente, ademas de las sefales difusibles como FGF2, los tanicitos
estan comunicados intercelularmente a través de uniones comunicantes (Szilvasy-
Szabo et al. 2017). Sin embargo, se desconocen qué conexinas Yy tipos celulares
estan conformando la red de acoplamiento. Ya que los tanicitos expresan Cx43
asociada funcionalmente a hemicanales que cambian su estado de apertura en
respuesta a glucosa, ¢estaran los tanicitos comunicados intercelularmente a

través de conexinas?
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ll. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis

La proliferacion de tanicitos hipotalamicos estd regulada por la
concentracion de glucosa y ademas, por la apertura de hemicanales Cx43

mediada por FGF2 y la subsecuente sefializacion purinérgica.

Objetivo general

Estudiar la funcién de Cx43 y de la sefializacion purinérgica mediada por

FGF2 en el acoplamiento y proliferacion de tanicitos hipotalamicos.

Objetivos especificos

1. Comprobar in vivo si la proliferacion de los tanicitos se afecta por la

concentracion de glucosa.

2. Comprobar in vitro e in vivo si el mecanismo sensor de glucosa mediado por

hemicanales-Cx43 es potenciado por FGF2.

3. Determinar el rol de las conexinas sobre las uniones comunicantes establecidas

por tanicitos ex vivo.
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lIl. MATERIALES Y METODOS

1. Declaracion de ética paratrabajo con animales

Todos los estudios que se llevaron a cabo utilizando ratas, fueron
aprobados y revisados por el Comité de Etica Animal de la Comision Nacional de
Chile para estudios Cientificos y Tecnoldgicos (CONICYT, Fondecyt N°1180871),
por el comité de ética de la Facultad de Ciencias Biolégicas y por el comité de
Etica, Cuidado y Uso de Animales de la Universidad de Concepcién, Chile. Los
animales fueron tratados de acuerdo con las directrices del Instituto Nacional de
Salud para el cuidado y uso de los animales, USA. Ratas adultas (120-280 g) se
alojaron con un ciclo de 12 horas luz/oscuridad con comida y agua ad libitum.
Ratones C57BL6/J adultos (Charles River, Wilmigton, USA), Cx307 (Cx30ko);
Cx307-,Cx43":hGFAP-Cre* (Cx30, Cx43 dko) (Zhang J, Dublin P, 2013) y ratones
con expresion de la proteina verde fluorescente potenciada bajo el promotor de la
proteina acida fibrilar glial humana (hGFAP-EGFP; Nolte C, 2001) de ambos sexos
fueron investigados en P38-119 sino indicado de otra manera. Los ratones se
mantuvieron bajo condiciones estandar (ciclo de 12 h luz/oscuridad, agua y

comida ad libitum).

2. Cultivo primario de tanicitos

Los cultivos primarios de tanicitos de rata se llevaron a cabo de acuerdo
con el meétodo descrito anteriormente (Orellana, 2012, Garcia et al., 2003). Ratas

posts natales 1 (P1) fueron rapidamente decapitadas, el cerebro fue removido y la
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region cercana al 3V fue diseccionada en frio. Las muestras fueron incubadas con
tripsina 0.25% - EDTA 0.2% (p/v) por 20 minutos a 37°C, antes de ser transferidas
a medio de cultivo MEM (Invitrogen), suplementado con 10% suero bovino fetal
(SBF), L-glutamina 2 mM, penicilina 100 U/mL y streptomicina 100 mg/mL
(Thermo Fisher Scientific). Las muestras fueron disgregadas y las células fueron
sembradas en frascos de cultivo T25 cubiertas con poli-L-lisina 0.2 mg/mL (Sigma-
Aldrich) a una densidad de 3 millones de células por frasco. Las células se
mantuvieron en el mismo frasco por dos semanas y el medio se renové cada dos

dias.

Para subsecuentes experimentos, los tanicitos crecidos en monocapa
fueron lavados dos veces con tampon fosfato (PBS) 0,1 M a pH 7.4 y tratados con
tripsina 0,25%-EDTA 0,2% (p/v) por 3 minutos a 37°C. Las células fueron
disgregadas y resembradas en placas de 6, 12 y 24 pocillos, previamente
cubiertos con poli-L-lisina 0.01 % (v/v), a una densidad celular de 500.000,
250.000 y 800 células por pocillo, respectivamente. Solo se trabajé con células en
pasaje uno. Antes de todos los experimentos, los tanicitos fueron cultivados por 24
horas en medio sin SBF para prevenir la inhibicion de la liberacion de ATP y la

activacion de la sefalizacion purinérgica (Lin et al. 2007).
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3. RT-PCR y RT-PCR en tiempo real

3.1 Extraccion de ARN total

Se obtuvo ARN total de cultivos primarios de tanicitos, hipotalamo, cerebro
total y masculo estriado. EI ARN se extrajo de acuerdo con el método de tiocianato
de guanidina fenol/cloroformo, homogenizando las muestras en 500 mL de Trizol®
e incubandolas 5 minutos a temperatura ambiente. Luego, las muestras fueron
tratadas con 200 mL de cloroformo, agitadas vigorosamente por 15 segundos e
incubadas a temperatura ambiente por 3 minutos. Las muestras fueron
centrifugadas a 12.000 g por 15 minutos a 4°C para separar las fases. Se
recupero la fase acuosa, se agregd 300 pL de isopropanol a cada muestra, se
incub6 por 10 minutos a temperatura ambiente y se centrifugé a 12.000 g por 5
minutos a 4°C. El sobrenadante fue desechado y el pellet se lavé dos veces con
etanol 70%, centrifugando a 12.000 g por 10 minutos cada vez. Finalmente, el
pellet se resuspendio en 10 yL de agua libre de ARNasa y se cuantificé midiendo

su absorbancia a 260 nm y su pureza de acuerdo con la relacion 260/280.

3.2 Transcripcién reversa (RT) del ARN total

La sintesis de ADN se realiz6 utilizando la enzima transcriptasa reversa
RevertAid® H Minus M-MuLV (ThermoScientific). Previo a la sintesis, 2 ug de las
muestras de ARN total fueron tratadas con ADNasa (ThermoScientific). Para un
volumen final de 20 pL, se incubo la mezcla anterior con 0,5 pg de oligo-dT,

denatur6 a 70°C por 5 minutos y se llevo a hielo por 2 minutos. Posteriormente, se
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agrego el tampoén de transcripcion (Tris-HCI 50 mM pH 8,3, KCI 50 mM, MgCl, 4
mM, DTT 10 mM), la mezcla de dNTPs (1 mM de cada uno) y 20 U del inhibidor de
ARNsa o Ribolock (ThermoScientific), incubando por 5 min a 37°C. Se agreg6 200
U de la enzima transcriptasa reversa RevertAid® H Minus M-MuLV y se incub6 por
1 h a 42°C y finalmente a 70°C por 10 min. Los controles negativos para la
amplificacion de las muestras fueron tratados con el mismo protocolo de

transcripcion, pero sin afiadir a la mezcla oligo-dT ni enzima transcriptasa reversa.

3.3 Amplificacién del ADNc por PCR

La amplificacion de ADNc se llevé a cabo en un termociclador Mastercycler
(Eppendorf) en una mezcla que contuvo Tris-HCI 10 mM (pH 8,8), KCI 50 mM,
MgCl> 1,5 mM, mezcla de dNTPs (0,2 mM de cada uno) set de partidores
especificos (0,2 yM de cada uno) (Tabla 1), Taqg ADN polimerasa 0,31 U
(ThermoScientific) y 1 uL del producto de transcripcion reversa, en un volumen
final de 11,5 uL. El programa de incubacion consistié 95°C por 5 min, seguido de
35 ciclos de 95°C por 30 s, 55°C por 30 sy 72°C por 30-40 s, y una extension final
de 72°C por 7 min. La sintesis de todos los ADNc fue testeada utilizando
partidores especificos para B-actina. Los partidores utilizados para amplificar los
distintos genes fueron disefiados utilizando el programa AmplifX (versién 1.5.4 por
Nicolas Jullien), teniendo en cuenta su Tm, el porcentaje de GC, la formacién de

dimeros y estructuras secundarias.
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3.4 Electroforesis en geles de agarosa

La separacion de fragmentos de ADN obtenidos fue realizada mediante
geles de agarosa al 1%. El tampon empleado para la electroforesis fue TAE (Tris-
Acido Acético EDTA; Tris-HCI 40 mM, &cido acético 30 mM y EDTA 1 mM; pH
7,6). Los geles de agarosa se prepararon con TAE conteniendo bromuro de etidio
0,5 pg/mL (APEX). El marcador de peso molecular utilizado fue de 100 pb DNA
ladder (GeneRuler, Thermo Scientific). Para visualizar las diferentes bandas de
ADN en el gel de agarosa, el gel fue ubicado en un equipo transiluminador y

fotodocumentador (VilberLourmat PMM9A, Francia).

3.5 RT-PCR en tiempo real

La reaccion de RT-PCR en tiempo real fue preparada con el kit Brilliant 1l
SYBR Green gPCR Master Mix (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) en
un volumen final de 20 pL, conteniendo 2 pL de ADNc y 500 nM de cada set de
partidores (Tabla 1). Cada mezcla de reaccion fue incubada a 95°C por 5 minutos,
seguido de 40 ciclos a 95°C por 30 segundos, 60°C por 30 segundos, 72°C por 30
segundos y una extension final de 72°C por 7 minutos. La expresion relativa de los
genes Cx26, Cx30, Cx43, Cx45, Panx1 y Panx2 fue calculada a partir del método

de ACT, usando ciclofilina como el gen control.
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Tabla 1. Set de partidores usados para RT-PCR convencional y cuantitativo y producto final de amplificacion.

Nombre Sentido (5'-3") Antisentido (5'-3") Producto
(pb)
P2Y1 ATT TGA GGG CACGGC TGG ATT T TGT GTC TCC GTT CTG CTT GAA CTC 266
P2Y2 CTC TGT CATGCT GGG TCTGCTTTT  GCA ACT GAG GTC AAG TGA TCG GAA 235
P2Y4 TTG ATC ACC CTG GTC TGC TAT GGA CAC ATG ACAGTC AGC TTG CAA CAG 201
FGF1 CCT GAC CGAGAG GTTCAATCTG TCATTT GGT GTC TGC GAG CC 255
FGF2 GCA GAA GAG AGAGGAGTT GTG TCC TGC CCAGTT CGT TTC AGT GC 200
FGFR1 CCTCTACGC TTG TGT GACCAACAG TGCTCCCATACTCGTTCTCCAC 425
Cx26 TTG CTC AGG GAAGTC CAAAAGACC TGGGCCTTTGTTTGGGAGCTTT 231
Cx30 GTG AAC AAG CAC TCG ACC AGC ATA GCG GAT AAACTT TCG GGC AGT TTC 288
Cx43 TGG GTA CAA GCT GGT TACTGG TGA TGG CTA ATG GCT GGA GTT CAT GTC 221
Cx45 AAA GAG CAG AGC CAA CCA CCA AAC CCT AAG TGA AGC 311
Panx1 TTC TTC CCC TACATC CTG CT GGT CCATCT CTC AGG TCC AA 185
Panx2 TGG ACATCG TAT TGC TCT GC CCA CGT TGT CGT ACATGA GG 258
Clcfl AAA AGG TAC AGT GGG CAC CAA GAG AAC TGA GTG GTT ACT GGC AAG TGG 116
Fgf18 CAG TGG GAAGCACATTCAAGTCCT TCTCTTTGC CCTTGATCC GGACTT 128
Npas4 TCC ATG AACCCT TCCAGACTCACT AAGGTTGCACTGCTT GGT GTCA 112
Rcor2 AGC ATG AAG CAG ACC AACAGCA TCC AGC GGG AGT TGA ACT TGG TAT 100
PPIB ATA ATG GCA CTG GTG GCA AGT C ATT CCT GGA CCC AAAACG CTCC 239
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4. Analisis de secuenciacion de ARN de tanicitos en cultivo

La secuenciacion de ARN se realiz6 tecnologia Illlumina basada en lecturas
cortas de 50 pares de bases, en una sola direccion. Se obtuvo un total de 90
millones de lecturas en el experimento. EI ARN total fue extraido de cultivos
primarios de tanicitos expuestos a baja (2 mM) y alta (15 Mm) glucosa y se
prepararon librerias de secuenciacion TruSeq (plataforma Ilumina). Las
secuencias fueron cortadas en los extremos para remover los adaptadores y
bases con baja calidad. Luego fueron alineadas al genoma de referencia rné.fa
(Ensembl genome version 6.0.81, ensembl.org) usando el alineador "splice-aware"
Tophat v2.0.9 (Trapnell C, Roberts A, Goff L, Pertea G, Kim D, Kelley DR, et al.
Differential gene and transcript expression analysis of RNA-seq experiments with
TopHat and Cufflinks. Nat Protoc). La expresion génica fue cuantificada usando el
script (en python) HTseqg-count (Anders S, Pyl PT, Huber W. HTSeq--a Python

framework to work with high-throughput sequencing data. Bioinformatics).

5. Captacién de etidio y deteccién de fluorescencia in vivo

Los tanicitos fueron transferidos a cubreobjetos cubiertos con poli-L-lisina,
cultivados a una confluencia al menos de 80% en placas de 6 pocillos y tratados
por 7 horas a 37°C con una concentracion final de FGF2 20 ng/mL (Sigma Aldrich)
conjugado con heparina 10 IU/mL para mantener una razén de 5 IU de heparina
por cada 10 ng de FGF2, como fue descrito por Shalper, 2008 (Schalper et al.

2008). Gap27, un inhibidor especifico de Cx43, fue adicionado en una
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concentracion final de 200 uM al mismo instante que FGF2. Todos los compuestos
fueron adicionados en medio de cultivo MEM suplementado con L-glutamina,
penicilina y estreptomicina, pero sin SBF. Para la deteccién de fluorescencia, las
células fueron lavadas dos veces con PBS 0,1M, pH 7,4, antes de aplicar la
solucion de registro (NaCl 154 mM, KCI 5,4 mM, CaCl; 2,3 mM, y HEPES 5 mM,
pH 7,4), conteniendo bromuro de etidio (Etd) 5 puM. Las células sobre los
cubreobjetos se montaron en un microscopio de célula viva (Nikon, modelo Eclipse

Ti-FL) y fueron registradas cada 30 segundos con un objetivo 40x.

Se definieron al menos 10 nucleos celulares por cubreobjetos como
regiones de interés y se midié el promedio del cambio en su intensidad de
fluorescencia a lo largo del tiempo. Luego de 30 minutos aproximadamente, se
agregd lantano (La®*) 200 pM, el cual es un inhibidor general de hemicanales

como control de vitalidad celular.

6. Medicion de la concentracion extracelular de ATP

Los tanicitos fueron sembrados en placas de 12 pocillos, cubiertos
previamente con poli-L-lisina y cultivados sin SBF por 24 horas a 37°C, antes de
ser tratados con una concentracion final de FGF2 20 ng/mL, heparina 10 IU/mL y
Gap27 200 pM. EIl volumen final en el medio de cultivo fue 300 uM por cada
pocillo. Luego de 7 horas, se midid la concentracion de ATP contenido en 100 uM
a través del ensayo de bioluminicenscia luciferina/luciferasa (Sigma-Aldrich). La

cantidad de ATP en cada muestra fue calculada a partir de una curva estandar,
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cuyo intervalo de concentraciones incluye 10, 20, 40, 60, 80 y 100 pM. Los valores
CPS (cuentas por segundo) que excedieron los valores de la curva no se
consideraron. La concentracion de ATP fue normalizada a la concentracion de
proteina total de su respectiva muestra, utilizando el reactivo Bradford (Amresco) y

espectrofotometro Optizen Pop (Rafer, Chis., México).

7. Inmunocitoquimica

Una vez tratadas, las células fueron lavadas una vez con PBS (NaCl 137
mM, KCI 2,7 mM, Na2HPO4 10 mM, KH2PO4 2 mM, pH 7,4) y fijadas con 4% (p/v)
de paraformaldehido (PFA) disuelto en PBS, durante media hora a temperatura
ambiente. El procedimiento con aglutinina del germen del trigo (WGA) consider6
un paso previo a la fijacion que consistio en bafar las células 30 segundos con
WGA 1 ug/mL disuelto en PBS frio y luego lavar dos veces con la solucion salina.
El PFA fue extraido y las células fueron sometidas a tres lavados con tampon tris
fosfato (84 mM Na2HPO4, 35 mM KH2PO4, 120 mM NaCl, 10 mM Tris, pH 7,8) de
diez minutos cada uno antes de ser incubadas por toda la noche a temperatura
ambiente con los siguientes anticuerpos primarios disueltos en tris fosfato con
0,1% Tritdn: oveja anti-BrdU (1:500, Abcam, AB1893), conejo anti-conexina43
(1:200), ratén anti-Cx43 (1:200, Transduction Laboratories) anticuerpo de ratén
anti-nestina (1:1500, Abcam), anticuerpo de raton anti-vimentina (1:400, DAKO),
anticuerpo de cabra anti-SOX2 (1:400, Santa Cruz) y conejo anti-WGA (1:1000,
Sigma Aldrich). Las células fueron lavadas tres veces con el tampon tris fosfato e

incubadas por dos horas con los respectivos anticuerpos secundarios unidos a
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fluoréforos y TOPRO (Invitrogen) en una dilucién final de 1:200 y 1:1000,
respectivamente. Finalmente, los cubreobjetos fueron montados con medio para
fluorescencia Fluoromont™ Aqueous Mounting Medium (Sigma Aldrich®). Las
muestras fueron analizadas por microscopia confocal (Microscopio Confocal

Espectral y Dos Fotones, modelo LSM780 NLO Zeiss).

8. Ensayos de inmunodeteccion de proteinas

Extractos de proteina total fueron obtenidos de corazén, higado y cultivo
primario de tanicitos. Las muestras fueron homogenizadas en inhibidor de
proteasa (ROCHE) y sonicadas tres veces en hielo a 300 W en el caso de los
tejidos o resuspendidas en 40 uL de tampon de lisis (0,5% lgepal CA030, 10mM
Hepes pH 7,9, 1ImM DTT, 100 mM NacCl, 0,5 mM PMSF) en presencia de inhibidor
de proteasas y fosfatasas (ROCHE) en el caso de las células en cultivo. Se iguald
concentraciones de las proteinas lisadas mediante la técnica de Bradford y se
separaron las proteinas a través de electroforesis en gel denaturante de
acrilamida (SDS-PAGE) al 12%. Se utilizaron geles de 1,5 mm para la deteccion
de proteinas. Las muestras se incubaron por 5 minutos a 95°C con un buffer de
carga para proteinas (62,5 mM Tris-HCI pH 6,8, 2% SDS, 10% glicerol, 0,01%
azul de bromofenol) en presencia de 0,1 M de DTT. Las muestras se sembraron
junto al estandar pre-tefiido (Spectra Multicolor, Broad Range Protein Ladder,
Thermo Scientific) en el gel, para posteriormente correrlas a 80V constantes en
solucion de corrida (25 mM Tris, 250 mM glicina y 0,1% SDS). Se cargaron entre

25-50 pg de proteinas totales para la deteccién de proteinas especificas, las que
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posteriormente fueron transferidas desde el gel a una membrana de Immobilon-P
(0.45 pm pore, Merck Millipore, Tullagreen, Carrigtwohill, Irlanda) en solucién de
transferencia (25 mM Tris, 192 mM glicina, 20% metanol) durante 2 horas a 250
mA. Para verificar la correcta transferencia, se tifio la membrana de nitrocelulosa
con rojo “Ponceau” (P3504-10G, Sigma Aldrich). Se realizaron multiples lavados
con TBS-Tween (150 mM NaCl, 10mM Tris, 0,05% Tween20), para luego
bloquear la membrana con leche descremada al 5% en TBS-Tween durante 1
hora. Se incubd con el anticuerpo primario y posteriormente con el secundario,
disueltos ambos en leche descremada al 5% TBS-Tween a 4°C toda la noche y a
temperatura ambiente por una hora, respectivamente. Los anticuerpos primarios
utilizados fueron: ratén anti-Cx43 (dilucion 1:1000, Invitrogen), conejo anti-lamina
B1 (dilucién 1:1000, Abcam), anti-phospho ERK1/2 Thr202/Tyr204 (dilucién
1:2000, Cell Signalling). Los anticuerpos secundarios utilizados fueron anti-raton y
anti-conejo conjugados a peroxidasa (1:1000; Jackson ImmunoResearch
Laboratories, Inc., PA, USA). Después de cada incubacion de anticuerpo se
realizaron tres lavados con TBS-Tween por 10 minutos. Finalmente, la membrana
se revelod con liquidos quimioluminicentes (“Western Lightening Plus-ECL”, Perkin
Elmer) y se expuso en el equipo de imagen quimio luminiscente y fluorescencia

(PXi, Syngene).

9. Incorporacién de BrdU en cultivo celular

Los tanicitos fueron sembrados sobre cubreobjetos de 8 mm (previamente

cubiertos con poli-L-lisina) en placas de 24 pocillos. Los cultivos fueron incubados
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a 37° por 26 horas con una concentracion final de cada compuesto (o la mezcla de
ellos): FGF2 20 ng/mL, heparina 10 IU/mL, Gap26 200 uM, ATP 10, 50, 100 y 200
MM (Sigma Aldrich), ATPYS 10 uM (Sigma Aldrich) y/o MRS2179 10 uM (Sigma
Aldrich). Tras 20 horas de incubacion, se renové el medio conteniendo los mismos
compuestos y se adicioné BrdU en una concentracion final de 10 uM por otras 6
horas. Se decidié incubar los tanicitos por 6 horas, puesto que a las 14 horas
todas las células incorporaron BrdU (no publicado). Luego de la incubacion, las
células fueron lavadas dos veces en PBS 0,1 M, pH 7,4 y fijadas por 30 minutos

con 4% paraformalidehido para posterior andlisis inmunocitoquimico.

10. Electrofisiologia

10.1 Preparacion de rebanadas:

Ratones de tipo silvestre, Cx307 y Cx307-, Cx43", hGFAP-Cre* de ambos
sexos entre P39-P122 fueron amablemente provistos por el Prof. C. Steinhauser.
Los ratones fueron anestesiados, decapitados, los cerebros fueron removidos y se
realizaron secciones coronales utilizando los bordes rostrales y caudales del
poligono de Willis como referencia. Las rebanadas de hipotdlamo fueron inmersas
en liquido cefalorraquideo artificial (LCRa) frio conteniendo NaH2PO4 1,25 mM,
NaCl 87 mM, KCI 2,5 mM, MgCl> 6H20 7 mM, CaCl> 6H.0 0,5 mM, glucosa 25
mM, NaHCOsz 25 mM y sacarosa 50 mM (osmolaridad de 336 osm,
aproximadamente) equilibrada con 95% de O y 5% de CO: a pH 7,4. Las

rebanadas de 200 um de grosor fueron preparadas usando un vibratomo (Leica
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VT 1200 S, Nussloch, GmbH) a una velocidad de 0,12 mm/s. Las rebanadas

fueron transferidas a la misma solucion equilibrada a 35°C por 30 minutos.

10.2 Patch clamp de célula completa e incorporacion de biocitina

Las rebanadas hipotalamicas fueron transferidas a LCRa sin sacarosa
conteniendo NaH2PO4 1,25 mM, NaCl 126 mM, KCI 3 mM, MgCl, 7H20 2 mM,
CaCl, 6H.0 2 mM, glucosa 10 mM y NaHCOs 26 mM (osmolaridad de 305-315
osm) equilibrado con 95% de O2 and CO2 5% a temperatura ambiente y pH 7,4.
Los registros de célula completa se obtuvieron usando un amplificador EPC7 D-
6100 (List Medical Electronic, Darmstadt, Germany). El equipo utilizado para afinar
las pipetas a 2-5 MOhm fue DMZ-Zeitz-Puller (Zeitz-Instruments, Germany), las
cuales fueron llenadas con una solucién intracelular que contuvo gluconato de
potasio 130 mM, MgCl2 1 mM, Na>-ATP 3 mM, HEPES 20 mM y EGTA 10 mM, pH
7,2. Para la tincion intracelular, se afiadié biocitina (Ne-biotinyl-L-lysine; Sigma)
0,5% y en algunos casos 300 uM Dextran (Texas Red 3000 MW Lysine Fixable,
Molecular Probes) a la solucion intracelular. El voltaje fue corregido para el
potencial de union liquida, que ocurre cuando dos soluciones con diferentes
concentraciones de electrolitos entran en contacto. La compensacion de la

resistencia se utilizé ocasionalmente y no sobre el 20 %.

Los registros fueron muestreados a 30 kHz, filtrados a 10 kHz vy
monitoreados con el software TIDA (HEKA). El control visual de los tanicitos se

logré con un microscopio (FN-S2N, Nikon, Japan) y objetivo 60X. El potencial de
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membrana se mantuvo constante hasta los -65 mV y -55 mV (en el caso de los
ratones de tipo salvaje y dKO, respectivamente) durante los 20 minutos de
traspaso de la biocitina a los tanicitos. La resistencia de acceso permanecié bajo

los 20 MOhm.

11. Administraciéon de BrdU

11.1 En ratones

Ratones de tipo silvestre y Cx307, Cx43" hGFAP-Cre* (P39-P50) de
ambos sexos fueron inyectados intraperitonealmente con 100 pl de BrdU 50 mg/kg
una vez al dia durante 6 dias (4 dias de inyeccién, dos dias de reposo, seguido de
dos dias de inyeccion). El BrdU fue disuelto previamente en solucién salina estéril
(NaCl 0,9% p/v, pH 7,3) y las alicuotas fueron almacenadas a -20°C. Los animales
permanecieron por una semana mas sin administracion de BrdU para analizar el
fenotipo de las nuevas células generadas. Tras la segunda semana desde la
primera inyeccion, los ratones fueron anestesiados con una mezcla de ketamina:
xilacina (150:15 mg/kg), vascularmente perfundidos con 30 mL de PBS 0,1 M frio
(Na2HPO4 17 mM, KH2PO4 83 mM, NaCl 15 mM, pH 7,4) y luego con 30 mL de
paraformaldehido al 4% disuelto en PBS. Para ajustar la velocidad de perfusiéon
del PBS y PFA a 300 mL/h, se utilizO una bomba de perfusion (B. Braun
Melsungen AG, Germany) y un propulsor de jeringa motorizado (model SP2201Z,
WPI, Germany). Los cerebros fueron removidos y fijados en 4% PFA a 4°C por
toda la noche. Los hipotalamos fueron disecados y cortados con un vibratomo

(Leica VT 1200 S, Nussloch, GmbH) a una velocidad de 0,16 mm/s y grosor de 40
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pum para posterior inmunohistoquimica. Las rebanadas se preservaron hasta dos
semanas en PBS 0,1 M, pH 7,4 a 4°C. Para almacenamiento mas prolongado, se

adicion6 azida de sodio 0,01% (p/v).

11.2 En ratas sometidas a una dietarica en sacarosa

Ratas macho de 120-230 gramos fueron expuestos por una semana a una
dieta rica en sacarosa, denominada 58R1 AIN-76A w/ 11% Fat
Energy/Sucrose/Blue y a una dieta control, denominada 58R0 AIN-76A w/ 11% Fat
Energy/Corn Starch/Yellow, ambas obtenidas de Test Diet. La dieta rica en
sacarosa (Anexo 1), contiene 74,3% de su energia (kcal/g) conformada de
carbohidratos, siendo la sacarosa el 61% éstos. La dieta control (Anexo 2)
contiene 73,7% de su energia en carbohidratos, pero el porcentaje de sacarosa es

reemplazado totalmente por maicena.

Un dia después de iniciar el cambio de dieta, se inyecté a cada rata
intraperitonealmente con 200 ul de BrdU 50 mg/kg una vez al dia, durante 7 dias
consecutivos (Wojtowicz & Kee 2006). ElI BrdU fue previamente disuelto en
solucion salina estéril (NaCl 0.9% p/v, pH 7,3) y las alicuotas se guardaron a -
20°C. EIl peso corporal y la cantidad de comida ingerida fueron monitoreados
diariamente. Antes y después del tratamiento, la glicemia fue medida tras 4 horas
de ayuno con un dispositivo Accu-Check, punzando la punta de la cola. Un dia
después de la ultima inyeccion con BrdU, las ratas fueron anestesiadas con una

mezcla de ketamina: xilazina (150:15 mg/kg, respectivamente) preparada en una
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jeringa de un mL, mezclando NaCl 0.9%: Ketamine 10%: Xylazine 20% en una
proporcion  2:2:1, respectivamente. Los animales fueron perfundidos
vascularmente con 200 mL de paraformaldehido 4% disuelto en PBS 0,1 M, pH
7,4. Los cerebros fueron removidos y los hipotalamos fueron disecados para

posterior inmunohistoquimica.

12. Determinacion de la glicemia

Para evaluar cambios en la glicemia por el tratamiento de dietas a largo
plazo, se evalud la concentracién de glucosa en sangre tras 4 horas de ayuno
(iniciando a las 9 am) antes y después del tratamiento con las ambas dietas. Para
evaluar cambios agudos en la concentracion de azucar en la sangre inducida la
dieta rica en sacarosa, las ratas fueron ayunadas por 10 horas iniciando a las 9
am, luego se administraron las respectivas dietas y se midié la glicemia a los 30,
60, 90 y 120 minutos después de la realimentacién a través de una puncién de
sangre de la vena de la cola. La glicemia fue determinada con el glucometro Accu-

Chek Go (Roche).

13. Preparacion de las bombas osméticas

Las bombas Alzet modelo 1007D, las cuales tienen una capacidad de 100
UL y una tasa de liberacion continua de 0,5 pg/h por 7 dias, fueron llenadas el dia
previo a la implantacion de acuerdo con el manual del fabricante. BrdU, FGF2 y/o
Gap27 fueron disueltos en LCRa filtrado (NaH2PO4 1,25 mM, NaCl 126 mM, KCI 3
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mM, MgCl> 7H20 2 mM, CaCl> 6H20 2 mM, NaHCO3s 26 mM y glucosa 2 mM, pH
7.4) a una concentracion final de 1,5 pg/uL, 25 ng/uL y 0,26 pg/uL,
respectivamente. El tubo de acero inoxidable fue ajustado a un catéter de vinilo
con un didmetro interior de 0,58 mm y un largo de 3 cm y ambos fueron llenados
con la misma solucion. Las bombas osmoticas fueron equilibradas en solucion
salina estéril (0,9% p/v) a 37°C por 16 horas antes de ser implantadas. Tras la
implantacion, los compuestos fueron infundidos a una tasa de 0,75 pg/h (BrdU),

0,0125 pg/h (FGF2) y 0,13 pg/h (Gap27).

14. Implantacion de canula por estereotaxia

Las canulas fueron implantadas por estereotaxia al 3V de acuerdo con el
siguiente protocolo. Las ratas fueron anestesiadas con una inyeccion
intraperitoneal de la mezcla ketamina/xilazina (90 mg/kg-10 mg/kg) y se rasuro el
pelaje sobre la cabeza para exponer el area donde se realizé la incision. Las ratas
fueron fijadas al equipo de estereotaxia con adaptadores auditivos que no rompen
el timpano. La piel rasurada se limpié con cicloheximida, se realiz6 una incision
con un bisturi y se perforé un agujero con un trepanador para implantar una canula
guia (28 gauge stainless steel; Plastics One, Roanoke, VA), de acuerdo a las
siguientes coordenadas: -3,14 mm en el eje anterior-posterior del bregma (punto
de confluencia de las suturas de los huesos frontal y parietal), 0,0 medial-lateral
del seno medio sagital, 9,2 mm dorsal-ventral desde la parte superior del craneo.
La guia de canula fue conectada previamente al catéter de 2 cm sujeto a la bomba

Alzet y asegurada al craneo utilizando tornillos de montaje de 3/32 mm y acrilico
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dental. Una vez seco el acrilico dental, se incorpor6é la bomba osmatica por la
misma incisibn con ayuda de pinzas y se afrontd con suturas sintéticas
reabsorbibles 5/0 HR15 (Tagum). Las ratas fueron hospedadas individualmente
tras la cirugia y, aunque la infusion del contenido de la bomba osmotica fue
inmediata, se permitié6 3 dias de recuperacion para el analisis del comportamiento

alimenticio y peso corporal.

15. Anticuerpos y ensayos inmunohistoquimicos

Para la deteccion de biocitina, las rebanadas de 200 um fueron lavadas tres
veces por 10 minutos con PBS 0,1 M y luego bloqueadas con una solucién que
contiene 10% de suero normal de cabra (SNC, Chemichon) y Triton X-100 2%
disuelto en PBS por 2 horas a temperatura ambiente. Las rebanadas fueron
incubadas por toda la noche a 4°C con los anticuerpos primarios. Luego, los
anticuerpos primarios fueron lavados tres veces por 10 minutos en PBS 0,1 M e
incubados por 2 horas a temperatura ambiente con los anticuerpos secundarios.
Los anticuerpos primarios y secundarios fueron diluidos en una solucién que
contuvo 2% de SNC y Triton X-100 0,1% en PBS. Las rebanadas fueron montadas
con Aqua Poly-mount (Poly Science, Inc. 18606). Para otros marcajes, las
rebanadas hipotalamicas de 40 um fueron lavadas con tampon Tris fosfato (84 mM
Na2HPO4, 35 mM KH2PO4, 120 mM NacCl, 10 mM Tris, pH 7,8) en vez de PBS. La
detecciéon de BrdU se llevo a cabo con un paso adicional que permitio la
denaturacion de ADN a través de HClI 1 M a 45°C por 30 minutos, antes del

bloqueo. El acido fue neutralizado lavando las rebanadas tres veces por 10
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minutos con tampon Tris fosfato. Se utilizé los siguientes anticuerpos primarios y

secundarios:

Anticuerpos primarios: estreptavidina conjugado a Alexa 647 (1:600,
Molecular Probes, S32357), anticuerpo de conejo anti-GFAP (1:200, DAKO,
Z0334), anticuerpo de pollo anti-GFAP (1:500, Synaptic Systems, 173006),
anticuerpo de ratén anti-GSTpi (1:200, BD Transduction Laboratories, 610719),
anticuerpo de pollo anti-GFP (1:500, Abcam, Ab13970), anticuerpo de oveja anti-
BrdU (1:1000, Abcam, AB1893), anticuerpo de conejo anti-conexina 43 (1:500,
Sigma, C6219), anticuerpo de conejo anti-conexina43 (1:200), anticuerpo de ratén
anti-nestina (1:1500, Abcam), anticuerpo de pollo anti-vimentina (1:400, Millipore),
anticuerpo de raton anti-vimentina (1:400, DAKO) y anticuerpo de cabra anti-SOX2

(1:400, Santa Cruz).

Anticuerpos secundarios: cabra anti-raton Alexa 488 (Invitrogen, A11029),
cabra anti-raton Alexa 594 (Invitrogen, A11032), cabra anti-conejo Alexa 488
(Invitrogen, A11034), cabra anti-conejo Alexa 594 (Invitrogen, A11037), cabra anti-
conejo Alexa 647 (Molecular Probes, A2124), cabra anti-conejo Alexa 647
(Invitrogen, A21244), cabra anti-pollo Alexa 488 (Invitrogen, A11039), cabra anti-
pollo Alexa 549 (Life Technologies, A11042), cabra anti-oveja Alexa 488 (Abcam,
AB150177), burro anti-cabra Cy3 (Jackson Immuno Research), burro anti-conejo
Alexa 488 (Jackson Immuno Research), burro anti-conejo Dylight 549 (Jackson
Immuno Research), burro anti-conejo Alexa 647 (Jackson Immuno Research),
burro anti-conejo Cy5 (Jackson Immuno Research), burro anti-pollo Cy2 (Jackson
Immuno Research), burro anti-pollo Cy5 (Jackson Immuno Research), cabra anti-
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oveja Alexa 488 (Jackson Immuno Research), cabra anti-oveja Cy3 (Jackson
Immuno Research), burro anti-raton Alexa 488 (Jackson Immuno Research), burro
anti-raton Cy3 (Jackson Immuno Research), burro anti-raton Cy5 (Jackson
Immuno Research). Todos los anticuerpos secundarios mencionados se utilizaron
en una diluciéon de 1:200 (para Jackson Immuno Research) y 1:500 (para otras

marcas).

16. Conteo de células acopladas y BrdU positivas

El nUmero de tanicitos estreptavidina positivos fue cuantificado en un anico
plano focal seleccionado como el que presento la sefial mas extensa a lo largo del
3V (la profundidad de cada plano fue 1 um). El nimero de células parenquimales
estreptavidina positivas fue cuantificado utilizando la opcién de administrador ROI
del programa Image J en los multiples planos focales a través de toda la extension
de la rebanada. Dos investigadores participaron en el recuento tanto de las células
acopladas, como de las BrdU positivas para los diferentes genotipos,
considerando células aquellas con nucleos Hoechst positivos. El valor final fue
calculado como el promedio de ambos recuentos, mientras tuvieran un error de
menos del 15%. Para la medicion del largo de la red acoplada en la zona
ventricular, se utilizé la superposicion de todos los planos focales en la modalidad
de maximum intensity projection del programa ImageJ. Se utilizé6 al menos 12

rebanadas y 4 animales para cada genotipo/condicion.

47



El recuento de células hipotalamicas y taniciticas en ratas con implante de
bombas osmdticas, se llevo a cabo utilizando el software Imaris 9.1.0. Se
establecieron los siguientes parametros: (i) los tanicitos y células ependimarias se
determinaron en una cercania de 20 um del borde ventricular, (i) el programa
determind el numero de nudcleos BrdU positivos como aquellos con un diametro
mayor a 7 um y menor a 12 um (en imagenes con aumento 20X) y (iii) se

consider6 el volumen total del tejido, excluyéndose el area ventricular.

17. Andlisis estadistico

Todos los valores analizados fueron calculados como el promedio sobre
cada animal o cultivo. Se determind las diferencias significativas usando la prueba
t-Student o0 ANOVA de una via con test de comparacion mdultiple de Bonferroni,
sino fue indicado de otro modo. La significancia estadistica se definié con p<0,05

utilizando el programa Graphpad Prism 5.0.
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IV. RESULTADOS

Se ha demostrado que la neurogénesis hipotalamica se establece como un
mecanismo de proteccién temprana en respuesta a un alza o restriccion calorica.
Si bien la dieta rica en grasas tiene un efecto positivo en la renovaciéon de PNs,
éste es transitorio, con un maximo que se produciria a los tres dias después de la
introduccién de la dieta seguido de una reduccion gradual con el tiempo (Gouaze
et al. 2013). La exposicidon prolongada de esta dieta favorece los procesos
inflamatorios que perjudican la proliferacion y deterioran la sobrevivencia de PNs.
El potencial efecto de otras dietas hipercaléricas, como la dieta rica en sacarosa

(HSD), sobre la proliferacion especificamente de tanicitos no ha sido dilucidado.

1. HSD no altera pardmetros metabolicos a los 8 dias de exposicion

El siguiente objetivo consistié en evaluar si la exposicion a corto plazo a una
dieta rica en glucosa, donde el 61% de los carbohidratos totales esta conformado
de sacarosa, implicaba la activacién del potencial proliferativo de los tanicitos
como PNs sensibles a cambios en la dieta. Las ratas fueron sometidas a ambas
dietas (ND o HSD) durante 8 dias consecutivos, iniciandose la administracion de
BrdU ip al dia siguiente del inicio del régimen y manteniéndose diaria por 7 dias
(Fig. 4A). Para evaluar si los individuos presentaban cambios en la glicemia tras la
exposicion a la dieta hipercaldrica, se midié la glicemia antes y después del
tratamiento (Fig. 4A). La glicemia tras 4 horas de ayuno no vari6 significativamente

entre ambos grupos, siendo inicialmente (promedio + error estandar) 6.2 + 0.4 y
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6.9 = 0.5 (mM) para los grupos ND y HSD, respectivamente,y 7.5+£0.4y 7.1+ 0.4
(mM) para los mismos grupos tras finalizar el tratamiento (Fig. 4B). Asimismo, se
midio el peso corporal e ingesta alimenticia cada dia y, dado que los animales
variaban en su peso inicial, el aumento de peso corporal fue normalizado respecto
al dia 1 (Fig. 4C) y la ingesta alimenticia normalizada al peso corporal (Fig. 4D).
Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en el incremento del peso
corporal diario (Fig. 4C) ni en la ingesta alimenticia diaria (Fig. 4D) entre ambos

grupos.
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Figura 4. Analisis de parametros metabolicos de ratas sometidas a HSD.

Las inyecciones ip diarias de BrdU, simultaneas a la exposicion de las ratas
macho a una dieta rica en sacarosa (HSD) y a una dieta control (ND), se llevaron a
cabo como se indica en (A). (B) Valores de glicemia (mM) al inicio y término del
experimento, ayunando a las ratas por 4 horas previas a la medicion. N=6
animales por condiciéon. (C) Ganancia de peso corporal a lo largo del tiempo
respecto al dia 1 e (D) ingesta alimenticia a lo largo del tiempo respecto al peso
corporal. N= 9 animales por condicion. La data es representada como el promedio

+ error estandar de la media; P<0.01; test t-Student
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2. HSD produce un alza de glicemia a corto plazo

Subsecuentemente, probamos la efectividad de la dieta rica en glucosa
(HSD) en producir un alza en la glicemia a corto plazo comparada con la dieta
control (ND), la cual contiene la misma proporcion de carbohidratos (alrededor de
74%), pero reemplazando el porcentaje total de sacarosa (61%) por maicena. La
digestion de la maicena, al ser un oligosacarido ramificado, implica el
desdoblamiento de moléculas complejas y de elevada masa molecular a otras mas
sencillas, razén por la cual la dieta control es de lenta absorcion comparada con la
rica en sacarosa. Los animales fueron ayunados por 10 horas y luego se analizé
su glicemia antes del acceso a la comida y a los 30, 60, 90 y 120 minutos después
de su primera alimentacion (Fig. 5A). De acuerdo con lo anterior, los animales
sometidos a HSD presentaron valores superiores a los 60, 90 y 120 minutos que

los sometidos a la ND (Fig. 5B).
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Figura 5. Cambios en la glicemia a corto plazo inducida por HSD.

(A) Tras un ayuno de 10 horas (de 9 am a 19 pm), las ratas macho fueron
alimentadas ad libitum con las dietas HSD y ND. Su glicemia fue medida antes y
30, 60, 90 y 120 minutos después de la alimentacion. (B) Variacion en la glicemia
(mM) antes y 30, 60, 90 y 120 minutos después de la administracion de las dietas
HSD y ND. N= 5 animales por condicion; la data es representada como el

promedio * error estandar de la media; P<0.01; test t-Student.
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3. HSD estimula la proliferacion de tanicitos 32

Posteriormente, evaluamos la renovacion celular constitutiva en el
hipotalamo y exploramos los efectos de la dieta rica en sacarosa sobre ella. Para
ello, ratas macho de 120 a 230 gramos fueron inyectadas con 50 mg/kg ip de BrdU
durante 7 dias (Fig. 4A), al término de los cuales los cerebros fueron colectados y
los hipotalamos disecados. Se seleccionaron cortes de la region basal medial
(coordenadas Bregma -1.47 a -1.79, correspondientes a la region del NA
periventricular). Mediante ensayos de inmunohistoquimica, se procedié a analizar
la presencia de BrdU en células vimentina positivas del borde ventricular (Fig. 6A-
B’), asi como también de la seccion hipotalamica lateral y de la EM en los
individuos tratados con la dieta control y la dieta rica en sacarosa (Fig. 6A, A’y B,
B’, respectivamente). También se observaron células BrdU positivas en la pars
tuberalis. Es importante notar que la dieta rica en sacarosa no produjo cambios en
la ganancia de peso corporal respecto a la dieta control, habiendo aumentado
(promedio * error estandar) 54.9 + 1.8 y 47.7 £+ 3.5 gramos para ND y HSD,
respectivamente al término del tratamiento). Puesto que la EM contiene capilares
fenestrados es la regién hipotalamica mas expuesta a variaciones en la
concentracion de metabolitos circulantes, los que inclusive pueden incitar cambios
estructurales en su estado de vascularizacion (Langlet et al. 2013a), se analizé el
estado proliferativo de células residentes en esta zona tras la exposicion a HSD.
En la region de la EM (Fig. 6C) no se detectaron cambios significativos en el
namero de células BrdU positivas (promedio * error estandar) tras HSD, con 58.7

+ 7.3 células BrdU* (0.8 = 0.1 células BrdU* por volumen de tejido analizado y
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normalizado a la condicién control) con respecto a ND, la cual tuvo 60.6 + 6.3
células BrdU* (1.0 + 0.2 células BrdU* por pm? normalizado a la condicién control);
Fig. 6C). En la region del parénquima del ARC (Fig. 6D), el nivel de proliferacion
total en los animales sometidos a HSD no vario significativamente y fue de 42.5 £
8.0 células (1.0 = 0.2 células BrdU* por pm?3, normalizado a la condicién control)
comparado con ND que fue de 34.3 £ 6.1 células (1.0 = 0.3 células BrdU™* por
volumen de tejido analizado y normalizado a la condicion control). Posteriormente,
se evalud si los tanicitos en su conjunto, o si las subpoblaciones de éstos eran
sensibles a cambios en el contenido de azucar en la dieta. Para este analisis, se
considerd hasta 30 um de profundidad por debajo de la superficie del ventriculo
(Fig. 6E-H). Si bien no hubo cambios significativos en el estado proliferativo de la
poblacion global de tanicitos, con 6.3 + 1.1 células BrdU* en ND y 5.8 £ 0.5 células
BrdU* en HSD (Fig. 6E), decidimos evaluar en detalle la proliferacion celular de las
subpoblaciones de tanicitos dividiéndolos en dos grupos. El primer grupo
correspondio a los a1- y a2-tanicitos que forman la porcion dorsal y ventral de la
pared del 3V, respectivamente, y el segundo grupo correspondio a los 2-tanicitos
que forman el piso del tercer ventriculo. Los B1-tanicitos que forman la pared
lateral mas basal y parte del piso del tercer ventriculo, poseen una tasa de
proliferacion mucho mas baja que el resto de los tanicitos (data no mostrada), por
lo cual su conteo fue excluido de ambos grupos. En el grupo a1/a2 no se
observaron cambios significativos en la incorporacion de BrdU en HFD (3.3 £ 0.5

células/30 um con respecto a ND (4.8 *+ 1.0; Fig. 6F). No obstante, los tanicitos 2
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respondieron al alza de sacarosa en la dieta y el nimero de células BrdU*/pm3

incremento significativamente de 1.5+ 0.2 en ND a 2.6 + 0.4 en HSD (Fig. 6G).

Siendo administrado de forma periférica, el BrdU fue incorporado diferencialmente
por las subpoblaciones de tanicitos expuestos a la dieta control, teniendo los 32
una menor tasa de division celular en comparacion a los a1/2 (Fig. 6H). No
obstante, tras la exposicion a la dieta rica en sacarosa, la tasa proliferativa de los
B2-tanicitos alcanzo valores semejantes a la de los a1/2, atenuando las diferencias
entre ambas subpoblaciones (Fig. 6H). La cuantificacién de células BrdU positivas
por area se muestran en la tabla comparativa 4 (Anexo). De los resultados se
desprende que los cambios en la proliferacion celular se deben directamente a la
cantidad creciente de glucosa circulante tras HSD o en su defecto, a cambios

fisioldgicos inducidos tras la misma.
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Figura 6. Proliferaciéon de células hipotalamicas de ratas expuestas a HSD y
ND.

La secuencia de las inyecciones diarias e ip de BrdU, simultaneas a la exposicion
de las ratas macho a una dieta rica en sacarosa (HSD) y a una dieta control (ND)
coincide con el protocolo de la figura 4A. (A, A’, B y B’) Inmunohistoquimica de
cortes frontales de hipotalamo de ratas expuestas a una dieta control (ND; A-A’) y
una dieta rica en sacarosa (HSD; B-B’); con anticuerpos que permiten la deteccién
de nestina, BrdU (A, B) y co-localizacion con el marcador nuclear TOPRO (A’-B’).
Las imagenes del panel inferior muestran una magnificacion de los recuadros en
A, A’, By B, sefialando la proliferacién de los tanicitos a2 y 2, respectivamente.
Barra de escala (A-B’): 50 um. Barra de escala recuadros laterales: 20 pm. 3V,
tercer ventriculo. EM, Eminencia Media. (C-D) Cuantificacion del numero de
células proliferativas en la EM (C) y en el parénquima (D) normalizado al volumen
de tejido analizado y relativo a la condicién control. (E-H) NUumero de tanicitos
proliferativos sin distincion de subpoblaciones (E), numero de tanicitos a1/a2 (F) y
B2 (G) proliferativos y grafico comparativo de ambas subpoblaciones en ambas
condiciones (H), normalizado a 30 um de profundidad del tejido. N= al menos 26
rebanadas y 8 animales para cada condicion. La data es representada como el
promedio + error estandar de la media; test t-Student (*) P<0.05, (ns) no

significativo.
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En conclusion, HSD causa una modificacion de la renovacion celular en el
hipotalamo de ratas a los 8 dias de exposicion; evento que concierne Unicamente
a la subpoblacion de los p2-tanicitos. Actualmente, se desconocen los
mecanismos moleculares implicados tanto en la deteccion de glucosa como en la
promocioén de la proliferacion de tanicitos. Una posible alternativa que aune ambos
eventos seria la activacion de la sefalizacion purinérgica tras la apertura de
hemicanales-Cx43, la cual esta presente en tanicitos como maquinaria sensible a
glucosa (Orellana et al. 2012). Esta a su vez, también puede ser activada por
factores mitogénicos como FGF2 (De Vuyst et al. 2007). Con el fin de testear
directamente el requerimiento de FGF2 y Cx43 para la proliferacién de tanicitos,
se implantaron bombas osmaticas que permitieron la administracion icv continua

de FGF2 y/o del péptido mimético inhibidor de Cx43, Gap27.

4. Cambios en la ingesta alimentaria tras infusién icv de FGF2 y Gap27

FGF2 y/lo Gap27 fueron liberados continuamente a través de bombas
osmoéticas Alzet (modelo 1007D) conectadas al sistema cerebral ventricular por
una canula (Fig. 7A). El BrdU fue coadministrado para verificar la estimulacion o
interrupcion de la proliferaciéon celular. Las moléculas fueron administradas
durante 7 dias y se monitored el peso corporal y la ingesta alimenticia cada dia
tras 3 dias de recuperacién postcirugia (Fig. 7B). El incremento en el peso
corporal para las condiciones control (infusion Unicamente de BrdU), FGF2, Gap27
y la mezcla de ambos, fue normalizada al dia 3 postcirugia y no mostré cambios

significativos (Fig. 7C), alcanzando los valores promedios de 111.3%, 113.8%,
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112.2% y 112.7% al dia 6 postcirugia para cada grupo, respectivamente (Fig. 7C).
No obstante, los diferentes tratamientos indujeron una alteracién en la ingesta
alimenticia, evaluada como gramos ingeridos por cada 200 gramos de peso
corporal (Fig. 7D), en un intervalo de 24 horas. Los resultados evidenciaron una
diferencia significativa entre los grupos de tratamiento Gap27 y FGF2/Gap27,
alcanzando los valores de 16.9 + 0.7 vs 21.4 + 1.4 g al tercer diay 18.3 £ 0.7 vs
22.2 + 0.5 g al cuarto dia postcirugia (Fig. 7D). En el udltimo dia evaluado, el
incremento en la ingesta del grupo FGF2/Gap27 (22.8 + 0.6 g) fue significativo

sélo respecto al grupo control (18.2 £1.0g) y FGF2 (18.2 + 1.1 g; Fig.7D).
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Figura 7. Parametros metabdlicos tras la administracion icv de FGF2 y/o
Gap27

(A) Tras la cirugia, las bombas de infusion osmoética Alzet se posicionaron
intradérmicamente entre las escapulas y fueron acopladas a la canula que conecto
al 3V (Bregma -3.14 mm), permitiendo la infusién continua de BrdU en adicién a
FGF2 ylo Gap27 a una tasa de 0.5 pl/h por 7 dias (B). Luego de 3 dias
postcirugia, se evalud el peso corporal (C) e ingesta alimenticia en gramos por
cada 200 g de peso corporal (D), respectivamente. N= 5 animales para cada
condicion. ANOVA de dos vias. (#) P<0.01, (*) P<0.05, (ns) no significativo. Los

datos son representados como promedio * error medio estandar.
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5. Gap27 inhibe la proliferacion inducida por FGF2 en B-tanicitos in vivo

Con el objetivo de detectar la renovacién celular en el hipotalamo y explorar
los efectos de FGF2, Gap27 y su administracién conjunta, se utilizo el ensayo de
proliferacion celular basada en la liberaciéon continua de BrdU al 3V, como se
describié anteriormente. Los animales fueron sacrificados 8 dias después de la
implantacion de la bomba osmdtica y los cerebros fueron extraidos para posterior
analisis inmunohistoquimico a través de la co-localizacién de BrdU (verde) con el
marcador de tanicitos, vimentina (rojo) (Fig. 8). La division celular representativa
de la situacion control (A-A’, F-F’), tras la exposicién a FGF2 (B-B’, C-C’, G-G’, H-
H’), Gap27 (D-D’, I-I') y la mezcla FGF2/Gap27 (E-E’, J-J’) se detallé en la porcion
hipotalamica dorsal (Fig. 8A-E’) y en la porcién ventral (Fig. 8F-J’). Las células
ventriculares BrdU positivas, tanto de la pared ventricular lateral como del piso del
3V se muestran con flechas amarillas en la figura 8F-F’, B-B’, G-G’ y E-E’. La
infusién con FGF2 indujo un incremento en el numero de células ventriculares
proliferativas altamente variable, existiendo cortes con gran incorporacién de BrdU
en la ZV lateral (Fig. 8B-B’) y ventral (Fig. 8G-G’) y otros con escaso marcaje de
BrdU en las mismas zonas (Fig. 8C-C’ y H-H’, respectivamente). La dispersion de

estos datos queda en evidencia en la figura 9D y 9F.
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Figura 8. Proliferacidon de células hipotalamicas tras la exposicion icv a
FGF2, Gap27 y la mezcla de ambos.

Inmunohistoquimica de cortes frontales de hipotdlamo de ratas expuestas por 7
dias continuos a la infusion icv de vehiculo (A-A’, F-F’), FGF2 (B-B’, C-C’, G-G’, H-
H), Gap27 (D-D’, I-I') y la mezcla de ambos (E-E’, J-J’). Mediante anticuerpos
especificos, se muestra la incorporacion de BrdU (verde) por células
hipotalamicas, incluyendo los tanicitos marcados con vimentina (rojo). A-E’.
Porcion hipotalamica dorsal, que contempla la subpoblacién de a1-tanicitos y
ependimocitos. F-J'. Porcion hipotalamica ventral, contemplando los a2, 1 y p2-
tanicitos, ademas de células de la EM. Las flechas amarillas sefalan la
incorporacion de BrdU por tanicitos. Barra de escala: 100 pum. 3V, tercer

ventriculo. EM, Eminencia Media.
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El andlisis cuantitativo de las células BrdU positivas se llevd a cabo
informaticamente, considerando el numero de células parenquimatosas que
proliferaron, tanto para la seccion dorsal y ventral como para la EM. Numerosos
tipos celulares exhiben propiedades proliferativas en el parénquima del hipotalamo
adulto, incluyendo astrocitos, microglia y células endoteliales (Gouaze et al. 2013).
No obstante, en este trabajo no se determiné el fenotipo de las células nacientes.
Algunos de los valores mostraron importante desviacion. Sin embargo, se
utilizaron todos los datos. En el hipotalamo dorsal de animales controles, el
numero de células proliferativas fue de 4.7x10° + 1.1x10°° por pum?3 de tejido, y no
varié significativamente en los grupos de tratamiento con FGF2 (5.3x10° +
1.2x10° células BrdU*/um3), con Gap27 (5.5x10° + 1.7x10° células BrdU*/um3), ni
con la mezcla de ambos (5.7x10° + 4.8x10° células BrdU*/um3; Fig. 9A). El
namero de células que incorporaron BrdU en el hipotalamo ventral tampoco vario
significativamente para los grupos control, FGF2, Gap27 y FGF2/Gap27, siendo
los valores 4.5x10° + 4.6x10°, 4.0x10° + 2.8x10%, 4.8x10°+ 4.9x10°y 5.7x10° +
1.7x10° células BrdU*/um® para cada grupo, respectivamente (Fig. 9B). La
cuantificacion de células proliferativas en la EM arrojé igualmente valores
significativamente invariables para el grupo control en comparaciéon a los
tratamientos con FGF2, Gap27 y la mezcla de ambos (6.6x10°+ 9.1x106, 5.5x10°
+ 7.4x106, 5.3x10° + 6.7x10° y 3.2x10° + 8.5x10° células BrdU*/um? para cada
grupo, respectivamente; Fig. 9C). A su vez, se determin0 el nimero de tanicitos
y/o ependimocitos que transitaron por mitosis, definiéndolos como aquellos cuyos
nacleos distaron 20 um del borde. Para el conteo, se consideraron los siguientes

grupos; al-tanicitos y ependimocitos (Fig. 9D), a2-tanicitos (Fig. 9E) y B2-tanicitos
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(Fig. 9F) y se normalizaron a 30 um de grosor del tejido. Antecedentes muestran
que FGF2 estimula la proliferacion de a2-tanicitos (Robins et al. 2013), razon por
la cual se utilizé la infusion de este mitdgeno como control positivo del
procedimiento. Los a1-tanicitos y ependimocitos mostraron una proliferacion basal
de 70 + 3 células BrdU* por 30 um, la cual aumentd, aunque no significativamente,
en presencia de FGF2 (127.3 + 31.4 células BrdU* por 30 um). Tanto la infusiéon
de ambos compuestos (FGF2/Gap27), como de Gap27 per se (131.4 +31.9y 79.1
+ 31.9 células BrdU*/30 um, respectivamente), no disminuyeron significativamente
la proliferacién de a1-tanicitos y ependimocitos respecto de la inducida por FGF2
ni al control (Fig. 9D). Aunque con un menor numero de células, se observd un
efecto similar para a2-tanicitos, cuya proliferacion basal (8.7 + 5.6 células
BrdU*/30 um) aumentd, pero no significativamente, en presencia de FGF2 (31.7 *
8.5 células BrdU*/30 um) y ésta no pudo ser revertida en presencia adicional de
Gap27 (48.6 + 27.8 células BrdU*/30 um). La infusién icv del péptido mimético
como control negativo, no disminuy¢ la proliferacién de a2-tanicitos respecto de la
condicion basal (11.8 £ 3.4 células BrdU*/30 um; Fig. 9E). La revision cuantitativa
de los B2-tanicitos, revelé un incremento significativo en su division celular tras la
induccion con FGF2 (23 * 4.4 células BrdU*/30 um) respecto al control (9.7 + 2.2
células BrdU*/30 um), el cual pudo ser bloqueado en presencia de Gap27 (7.0 +
0.1 células BrdU*/30 um; Fig. 9F). La administracion de Gap27 por si mismo,
indujo un leve incremento, aunque no significativo, en la incorporaciéon de BrdU
respecto al basal (14.9 = 0.8 células BrdU*/30 um; Fig. 9F). Asi, los p2-tanicitos

fueron el Unico tipo celular afectado por la inhibicion de Cx43, la cual fue requerida
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para su division en presencia de FGF2. La cuantificacion de células BrdU positivas

por area se muestran en la tabla comparativa 5 (Anexo).
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Figura 9. Andlisis cuantitativo de las células hipotalamicas proliferativas tras

la infusién icv de FGF2 y/o Gap27

(A-C) Numero de células BrdU positivas hormalizadas al volumen del tejido en el

parénquima del hipotalamo dorsal (A), ventral (B) y EM (C). (D-F) Proliferacion de

las subpoblaciones de tanicitos normalizadas a 30 um de grosor de la rebanada;

(D) a1-tanicitos y ependimocitos, (E) a2-tanicitos y (F) B2-tanicitos. N= al menos 3

animales y 31 rebanadas para cada condicion. ANOVA de una via. (*) P<0.05, (ns)

no significativo. Los datos son representados como promedio * error medio

estandar.
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Con el objetivo de esclarecer molecularmente si el mecanismo sensor de
glucosa que involucra secuencialmente la apertura de hemicanales-Cx43 y la
liberacion de ATP al medio extracelular es promovida por factores mitogénicos, y
si esta sefalizacion purinérgica es capaz de gatillar una respuesta proliferativa en
tanicitos, se utilizaron cultivos primarios de tanicitos estandarizados en estudios

previos (Orellana et al. 2012).

6. Tanicitos in vitro mantienen la expresion de marcadores de

indiferenciacion, Cx43, receptores purinérgicos, FGFs y su receptor

Para evaluar la conservacion de marcadores de indiferenciacion en los
cultivos primarios de tanicitos, se comparo la expresion de Sox2, Cx43 y nestina
y/o vimentina entre tanicitos in vivo e in vitro. Ensayos inmunohistoquimicos de
una seccion hipotalamica frontal con anticuerpos reactivos para Sox2 (Fig. 10A-
A”), Cx43 (Fig. 10B-B”) y vimentina (Fig. 10C-C”) mostraron su expresion conjunta
en las paredes que limitan el 3V (Fig. 10D-D”), coincidiendo con células taniciticas
en la porcion mas ventral y células ependimarias en la porcibn mas dorsal.
Mientras Sox2 se localizé nuclearmente en los ependimocitos (Fig. 10A’), tanicitos
a1 (Fig. 10A’) y a2 (Fig. 10A”), Cx43 se detectd principalmente en la porcion apical
tanto de tanicitos a1 como de tanicitos a2 (cabezas de flecha en Fig. 10B’ y B”,
respectivamente). Cx43 también fue detectada en B2 tanicitos (Fig. 10B, flecha
blanca). Similar a lo evidenciado anteriormente, Cx43 también se encontré
rodeando vasos sanguineos en el parénquima hipotalamico de rata (flechas en
Fig. 10B’ y B”).
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Figura 10. Conservacion de Cx43 y marcadores de indiferenciacion en
tanicitos in vitro

(A-D) Inmunohistoquimica de un corte frontal de hipotdlamo de rata que muestra la
expresion de Sox2 (A-A”), Cx43 (B-B”), vimentina (C-C”) y la superposicion de
todos los canales (D-D”). Se especifica la presencia de los marcadores
mencionados en los tanicitos a1 (A’-D’) y a2 (A”-D”), las cuales son imagenes
amplificadas de los recuadros en D. Las cabezas de flechas amarillas en B’-B”
sefalan la localizacion de Cx43 en la porcién apical de los a-tanicitos, las flechas
blancas en B-D muestran su localizacion en los B-tanicitos y las flechas amarillas
en B’-B” indican su expresidbn asociada a vasos sanguineos. (E-H)
Inmunocitoquimica en cultivo primario de tanicitos usando anti-Sox2 (E-E’), anti-
nestina (F-F’), anti-Cx43 (G-G’) y la superposicion de todos los canales (H-H’). Se
usé Hoechst como marcador nuclear (E’, G-G’). (E’, E”-H’) son imagenes

magnificadas del recuadro en H. 3V, tercer ventriculo. Barra de escala: 50 um
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Normalmente, los cultivos primarios de tanicitos son realizados bajo
condiciones adherentes y por consecuencia, pierden su morfologia polarizada
caracteristica (Fig. 10E-H). No obstante, conservan la expresion de Sox2 nuclear

(Fig. 10E-E”), nestina (Fig. 10F-F’) y Cx43 (Fig. 10G-G’).

Considerando que Cx43 forma hemicanales que son cruciales para gatillar
la sefalizacion purinérgica en respuesta a glucosa en tanicitos, se evalué si HCs-
Cx43 ademas podian aumentar su probabilidad de apertura y potenciar la
sefalizacion purinérgica en respuesta a mitbgenos como FGF2. La expresion de
Cx43 y de los receptores de la sefalizacion purinérgica presentes en PNs, asi
como del receptor de FGFs, que han demostrado aumentar la probabilidad de
apertura de HCs, fue evaluada, en una primera etapa, transcripcionalmente. Su
posterior analisis por RT-PCR convencional mostré que cx43, los receptores
metabotropicos; p2yl, p2y2 y p2y4 (Lin et al. 2007), fgfl (Garre et al. 2010;
Schalper et al. 2008), fgf2 (De Vuyst et al. 2007) y su receptor fgfrl, son
expresados tanto en extractos hipotalamicos (Hip) como en cultivo primario de

tanicitos (Tan; Fig.11).
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Figura 11. Expresién transcripcional de Cx43, los componentes de la via
purinérgicay sefalizacion de FGF2 en cultivo de tanicitos

Mediante partidores especificos se amplific6 un fragmento indicativo de la
presencia de ARNm de Cx43, receptores purinérgicos P2Y1, P2Y2 y P2Y4, FGF1
y FGF2, receptor FGFR1 y actina como control de carga. Se extrajo ARNm total y
se realizo retrotranscripcion de los tejidos cerebrales (Cer), hipotalamicos (Hip), de
musculo estriado (Me) y de los cultivos primarios de tanicitos (Tan). Los signos
positivos representan la retrotranscripcion en presencia de la enzima
retrotranscriptasa (Mulv), mientras que los signos negativos indican el control
negativo en ausencia de ésta. El tamafo del fragmento amplificado se muestra a
la izquierda de cada electroforesis. La banda mas densa en la escala de tamafio

(primer carril) representa 500 pb. N=1
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7. Cx43y P2Y1 son necesarios para la proliferacion de tanicitos in vitro

inducida por FGF2.

La importancia de Cx43 y P2Y1 en la proliferacion de tanicitos en cultivo fue
desafiada utilizando Gap27 y MRS2179, respectivamente. Mientras MRS2179 es
un antagonista competitivo de P2Y1, Gap27 es un péptido mimético de Cx43 en
su secuencia aminoacidica 204-SRPTEKTIFFI-214, que interacciona con el
segundo bucle extracelular y bloquea la actividad de hemicanal en minutos, pero
también previene el apareamiento de dos hemicanales confrontados y de este
modo también afecta la configuracion de las uniones comunicantes (Abudara,
2014). La proliferacion de tanicitos se evaluo tras 24 horas de ausencia de suero,
tratandolos 26 horas con los diferentes compuestos disueltos en el medio de
cultivo. 6 horas antes de finalizar, se renové el medio y se afiadié BrdU, como se
muestra en la figura 12A. La cuantificacion de la proporcion de tanicitos que
incorporaron BrdU, en la ventana de tiempo analizada, se llevo a cabo a través de
inmunocitoquimica con anticuerpos especificos para BrdU y nestina, utilizando
TOPRO como marcador nuclear (imagenes representativas en Fig. 12B). La
observacion arrojo que, bajo condiciones normales, sélo el 1.7 + 0.1% (promedio +
error estandar) de las células proliferaron (Fig. 12C). Puesto que FGFs requieren
la presencia de proteoglicanes de heparan sulfato para interaccionar con su
receptor (Itoh & Ornitz 2004), una solucion conteniendo heparina se uso para diluir
y depositar FGF2 a los tanicitos (Schalper et al. 2008). La presencia de 20 ng/mL
de FGF2 en conjunto con su cofactor heparina, aumento la proporcion de células

proliferativas en un orden de magnitud, alcanzando un valor de 17.7 £ 5.1% (Fig.
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12C). El cofactor heparina tuvo un efecto per se sobre la tasa de division celular,
aungue no estadisticamente significativo, aumentando la proliferacion a 5.0 £ 1.7%
(Fig. 12C). Interesantemente, la presencia de Gap27 (200 uM) y MRS2170 (10
UM) pudo revertir la proliferacion inducida por FGF2 a 4.8 £ 1.2% y 3.4 + 0.9%,
respectivamente, sugiriendo la importancia del eje Cx43/P2Y1 en la
autorenovacion de este tipo celular. Cabe mencionar que la exposicion de los
tanicitos a cada inhibidor no afecto la division celular (2.1 + 0.5 % para Gap27 y
1.1 £ 0.5% para MRS2179; Fig. 12C). Asumiendo que, en los cultivos primarios,
nestina es expresada Unicamente por tanicitos, se cuantificd el nimero de células
doble marcadas para nestina y BrdU sobre el total de células BrdU para corroborar
gue los eventos de proliferacion observados concernieran exclusivamente a los
tanicitos (Fig. 12D). La especificidad del marcaje de BrdU en tanicitos oscilé entre
95.5 + 2.7 (para el tratamiento con Gap27) y 100 + O (para el tratamiento con
heparina y MRS2179; Fig. 12D). Estos resultados demostraron un alto grado de
pureza en cuanto a los tipos celulares presentes en los cultivos primarios de

tanicitos.
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Figura 12. Proliferacion de tanicitos en cultivo tras la exposicion a FGF2,
Gap27 y MRS2179.

(A) Linea de tiempo detallando procedimientos realizados para la incorporacion
BrdU. (B) Inmunocitoquimica con anticuerpos reactivos para BrdU (verde) y
nestina (magenta). Se utiliz6 TOPRO como marcador nuclear (rojo). Barra de
escala: 100 um. (C) Cuantificacion del porcentaje de células BrdU positivas tras
exponer a los cultivos al cofactor de FGF2, heparina, a la combinacion
FGF2/heparina, a esta combinacion, pero inhibiendo Cx43 o el receptor
purinérgico P2Y1 a través de MRS2179. N = al menos 12 réplicas y 3 cultivos
independientes para cada condicidn. ANOVA de una via, correccién de Bonferroni.
(*) P<0.05, (**) P<0.01, (ns) no significativo. (D) Cuantificacion de las células
BrdU+/nestina+ sobre el total de células BrdU+. Los datos son representados

como promedio * error medio estandar.
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8. FGF2 provoca un aumento de la captacion de etidio sensible a Gap27 en

tanicitos in vitro

La inhibicién de Cx43 y P2Y1 bloqued la proliferacién inducida por FGF2 en
tanicitos in vitro, sugiriendo que, en parte, la sefalizacion de FGF2 pudiera estar
corriente arriba de la via purinérgica activada por moléculas auto- o paracrinas
liberadas a través de HCs-Cx43. Estudios previos han demostrado que FGF1 y
FGF2 afectan la liberaciéon de ATP al medio extracelular, ya sea en presencia o
ausencia de cationes divalentes y que esto ocurre a las 7 horas de exposicion al
mitégeno (Schalper et al. 2008). En el presente trabajo, se estudio el efecto de
FGF2 sobre el estado funcional de los HCs-Cx43, evaluando la sensibilidad de la
captacion de etidio (Etd) a Gap27 y lantano (La®'), un inhibidor de HCs
conformados especificamente de Cxs, en presencia de concentraciones
fisiologicas de cationes divalentes descrito en (Schalper et al. 2008). Por esto,
cultivos confluentes de tanicitos fueron tratados con 20 ng/mL de FGF2, 10 IU/mL
de heparina y/o 200 uM de Gap27 por 7 horas. La captacion de etidio se evalud
por la intensidad de fluorescencia nuclear de acuerdo con el protocolo descrito en
la figura 13A. Los resultados indicaron que la combinacion FGF2/heparina
incrementd significativamente la fluorescencia nuclear de etidio en el tiempo
(alrededor de 700 UA en promedio a los 25 minutos de registro; Fig. 13B)
comparado con la condicion control y con heparina (608.7 UA y 614 UA en el
mismo tiempo, respectivamente), y que ésta fue sensible a La®* (franja gris en Fig.
13B). El tratamiento con Gap27, aun en presencia de FGF2/heparina, revirtidé su

efecto a valores semejantes al control (607.6 UA a los 25 minutos). La presencia
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del inhibidor por si mismo no tuvo algun efecto (conjugado a heparina; 632.2 UA a

los 25 minutos).

La tasa de captacion de etidio se calcul6 como la pendiente de las curvas
en la figura 13B, y permiti6 comparar la sensibilidad de la tasa de captacion de
etidio a los diferentes tratamientos (Fig. 13C). En condiciones normales, la tasa de
captacion de etidio por tanicitos presentd un valor basal de 1.65 + 0.10 UA/min
(promedio * error estandar), la cual disminuy6 no significativamente a 0.94 + 0.08
UA/min tras la adicion de La®'. Luego de la adicion del cofactor de FGF2,
heparina, la captacion de etidio aumentd, aunque no significativamente, a 2.35 *
0.50 UA/min, mientras que la presencia de La®* a los 25 minutos de registro redujo
el valor similar a la condicién control/La®* (0.86 + 0.14 UA/min). Para relacionar la
via a través de la cual FGF2 incrementa la permeabilidad de la membrana de
tanicitos, se aplico un criterio farmacoldgico; el incremento de los niveles de
captacion observados en presencia de la combinacion FGF2/heparina (4.70 £ 0.35
UA/min) fueron significativamente reducidos tras la aplicaciéon de La®* a los 25
minutos de registro (0.71 £ 0.27 UA/min) y restituidos a niveles similares a la
condicion control al ser incubados 7 horas con Gap27 (2.00 + 0.64 UA/min y 0.58
+ 0.64 UA/min en presencia de La®'). La presencia de Gap27 per se no tuvo
efectos significativos sobre los pardmetros evaluados respecto al control (1.57 +
0.52 UA/min y 0.40 + 0.22 UA/min en presencia de La3%*). Esta data confirmé que
la permeabilidad de la membrana de tanicitos, medida a las 7 horas e inducida por

el tratamiento con FGF2, dependié principalmente de HCs-Cx43.
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9. FGF2 medialaliberacion de ATP através de la apertura de Cx43-HCs en

cultivo de tanicitos

En cultivo primario de astrocitos corticales, HCs-Cx43 provee una via para
la captacion y liberacion de pequefias moléculas incluyendo aquellas auto- y
paracrinas como el ATP (Garre et al. 2010). Con el fin de explorar si la apertura de
HCs inducida por FGF2 contribuye a la liberacion de ATP, se evalud la
concentracion de ATP en el medio de cultivo de tanicitos tratados durante 7 horas
con FGF2 a través del ensayo luciferina luciferasa a 5.5 mM de glucosa (Fig. 13D).
De hecho, en presencia del complejo FGF2/heparina, la concentracion de ATP
liberada al medio y normalizada a la concentracién proteica fue 6.3 veces mayor
que el control (24.0 = 2.0 pM/ug x pIt; promedio + desviaciéon estandar) y 9.1
veces mas que sélo con heparina (16.6 + 3.6 pM/ug x plt), alcanzando valores de
152.6 + 30.5 pM/ug x plt. No obstante, la incubacion conjunta de FGF2/heparina
con Gap27, atenuo la liberacién de ATP al medio extracelular significativamente,
alcanzando niveles promedio de 48.8 + 21.1 pM/ug x pIt. Nuevamente, la
presencia del inhibidor Gap27 no tuvo algun efecto per se y los valores residuales

de ATP se mantuvieron cercanos al control (32.3 + 6.1 pM/ug x plt).
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Figura 13. Apertura de Hemicanales-Cx43y liberacion de ATP al medio
extracelular inducida por FGF2.

Linea de tiempo detallando procedimientos realizados para la incorporacion de
etidio (Etd). (B-C) Incorporacion de etidio a través del tiempo (B) y tasa de
incorporacion de etidio (C) tras la exposicion de cultivos primarios a las distintas
condiciones mencionadas, cuantificada como unidades arbitrarias de fluorescencia
nuclear emitida (AU) a través del tiempo (min). Los datos en (B) representan el
promedio de los diferentes N experimentales. La barra gris en (B) representa el
momento en que se agregé Lantano (La%*) como inhibidor de hemicanales-Cxs.
N= se analizé el promedio de la fluorescencia de al menos 10 nucleos y 3 cultivos
independientes por condicion. (D) Ensayo de Luciferin/luciferasa para medir
liberacion de ATP (pM) al medio extracelular, normalizado al contenido proteico
total (ug/ul). N = al menos 3 cultivos independientes. ANOVA de una via,
correccién de Bonferroni. (*) P<0.05, (**) P<0.01, (ns) no significativo. Los datos

son representados como promedio + error medio estandar.
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10. ATP extracelular ejerce un efecto mitogénico sobre los tanicitos in vitro

Estudios previos han demostrado que el ATP extracelular puede ejercer un
efecto tréfico de largo plazo en cultivo de astrocitos que incluye la promocién de la
sintesis de ADN vy division celular (Neary, 1998). Estos eventos estarian mediados
principalmente por la activacion de receptores purinérgicos P2 (metabotropicos)
(Neary, 1998). Para investigar la posible accion mitogénica de la sefalizacion
purinérgica activada por ATP extracelular, el cual puede ser liberado al medio por
HCs-Cx43 una vez inducido por FGF2, se examind la incorporacion de BrdU en
cultivos primarios de tanicitos tratados con: (i) concentraciones crecientes de ATP,
(i) ATPYS, un analogo no hidrolizable de ATP vy (iii) ATPYS en conjunto con
MRS2179, inhibidor competitivo de P2Y1l. Los diferentes tratamientos fueron
aplicados de acuerdo con protocolo sefialado en la figura 15A. Asi, condujimos
experimentos de tipo concentracion-respuesta, en los cuales los tanicitos fueron
tratados con concentraciones crecientes de ATP que fueron desde los 10 uM, 50
UM, 100 puM hasta los 200 uM. Se realizaron ensayos de inmunocitoquimica con
anticuerpos especificos para BrdU (verde) y nestina (violeta), utilizando TOPRO
como marcador nuclear (rojo) (imagenes representativas en Fig. 14B) y se
cuantifico el numero de células doble positivas (BrdU/nestina) sobre el total de
células. A 10 uyM y 50 pM de ATP, la sintesis de ADN en tanicitos fue
significativamente mayor que la condicion control (Fig. 14C), aumentando el
porcentaje de ceélulas proliferativas desde 1.73 = 0.12 % (promedio * error
estandar) a 7.49 + 1.21 % (para 10 uM de ATP) y 6.88 + 1.28 % (para 50 uM de

ATP). No obstante, concentraciones crecientes de ATP no condujeron a un
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incremento concomitante en la sintesis de ADN, ya que a los 100 uM y 200 uM, el
porcentaje de células que transitaron por mitosis fue 3.63 = 0.80 % y 5.51 + 1.42

%, respectivamente.

Dos clases principales de receptores purinérgicos de la superficie celular
han sido distinguidos por Burnstock (Burnstock & Kennedy 1985); los receptores
de ATP P2 y los receptores de adenosina P1. Los receptores P1 pueden ser
activados directamente por adenosina o indirectamente después de la
descomposicion de ATP a adenosina por ectonucleotidasas. Para determinar si la
estimulacién de la division celular se debia a la activacion de receptores P2 y/o P1
en tanicitos, se recurrié al analogo de ATP resistente a la hidrdlisis, ATPYS (Neary
et al. 1998) y al inhibidor farmacologico de P2Y1l, MRS2179 (Fig. 14C). La
presencia de 10 uM de ATPYS fue suficiente para gatillar un aumento significativo
en la poblacién de tanicitos (4.72 = 1.37 %) comparado con la condicién control,
mientras que la adicion de 100 uM de MRS2179 fue capaz de revertirlo, acercando
los niveles de proliferacion a los de la condicion control (2.03 + 0.80 %). Similar a
lo descrito anteriormente, la cuantificacion de las células doble marcadas
nestina+/BrdU+ sobre el total de células proliferativas varié entre 83.8 £ 4.9 (para

ATP 10 mM) y 97.1 + 1.7 % (para el control).
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Figura 14. Proliferacion de tanicitos in vitro tras la exposicion a
concentraciones crecientes de ATP, ATPYS e inhibidor de P2Y1, MRS2179.
(A) Linea de tiempo detallando procedimientos realizados para la incorporacion
BrdU. (B) Inmunocitoquimica con anticuerpos reactivos para BrdU (verde) y
nestina (magenta). Se utiliz6 TOPRO como marcador nuclear (rojo). Barra de
escala: 100 um. (C) Cuantificacion del porcentaje de células BrdU positivas tras
exponer a los cultivos a ATP 10 yM, 50 uM, 100 pM, 200 uM, ATPYS 10 uM vy
ATPYS 10 pM en presencia de MRS2179. (D) Cuantificacion de las células
BrdU+/nestina+ sobre el total de células BrdU+. N = al menos 9 réplicas y 3
cultivos independientes para cada condicion. ANOVA de una via, correccion de
Bonferroni. (*) P<0.05, (**) P<0.01, (ns) no significativo. Los datos son

representados como promedio * error medio estandar.
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11. FGF2 modula positivamente la expresion de Cx43 en tanicitos

¢, Qué mecanismos podrian explicar la participacion tardia de los HCs-Cx43
en la permeabilizacion inducida por FGF2? Resultados previos demostraron que el
tratamiento con FGF2 por 7 horas aumento la probabilidad de apertura de HCs-
Cx43 y liberacion de ATP al medio extracelular. La vida media de Cx43 es de 1.3
horas en tejido cardiaco y 5 horas en hepatocitos (Pogoda et al. 2016), lo cual
sugiere que los cambios observados en la permeabilidad celular mediados por
HCs pudieron ser consecuencia de cambios en la expresion de Cx43. Por esta
razon, se estudid la expresion de Cx43 total tras el tiempo de induccion con FGF2
(Fig. 15) a través de ensayos de inmunodeteccion (Fig. 15A-C) e
inmunocitoquimica (Fig. 15D-E’). El analisis de inmunodeteccion se llevé a cabo
con anticuerpos especificos, los que demostraron especificidad para la deteccidn
de Cx43 en extracto proteico de corazon, y confirmaron la ausencia de ésta en
extracto de higado (Fig. 15A). Los ensayos de inmunodeteccion fueron realizados
a partir de extractos proteicos de 3 cultivos independientes (Fig. 15B), los cuales
demostraron cuantitativamente que en tanicitos, el tratamiento con la mezcla
heparina/FGF2 dobld la expresion total de Cx43 (Fig. 15C), cuyos valores fueron
normalizados a la subunidad 3 de la proteina G, la cual funciona como control de
carga de proteinas insertas en la membrana celular. Para los ensayos de
inmunocitoquimica y con la finalidad de identificar el limite celular, las células
fueron fijadas y bafiadas brevemente con una solucidon que contuvo aglutinina del
germen del trigo (WGA) disuelta en PBS. WGA es una lectina que se une a los

monosacaridos N-acetil-D-glucosamina, acido N-acetilneuraminico y sus derivados
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(Acarin et al. 1994). Su deteccion pudo llevarse a cabo por inmunocitoquimica
utilizando anticuerpos anti-WGA (en rojo). En la condicion control se observo co-
localizacion con anti-Cx43 con anti-WGA en los limites externos de la célula
indicando la presencia de Cx43 en la superficie de membrana celular (Fig. 15D-D’,
flechas). El tratamiento con FGF2 y su cofactor muestran un aparente incremento
en su expresion respecto al control en la membrana (Fig. 15E-E’, flechas) y

también en el intracelular (Fig. 15E-E’, cabezas de flechas).
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Figura 15. Cambios en la expresion de Cx43 total luego de exposicion a
FGF2.

(A) Inmuno-deteccion especifica de Cx43 en lisado de tejido cardiaco (control
positivo), hepatico (control negativo) y extracto de proteina total de cultivo de
tanicitos. Se utilizé6 un anticuerpo para el reconocimiento de lamina B1 como
control de carga. (B) Inmunodeteccion de Cx43 en 3 cultivos primarios de tanicitos
independientes expuestos o0 no a la mezcla heparina/FGF2 por 7 horas. Se utilizo
un anticuerpo que detect6 la subunidad 3 de la proteina G como control de carga
(GB). (C) Analisis densométrico de Cx43 tras su induccion con heparina/FGF2,
respecto a la expresion de GB y normalizado a la situacion control. N=3 cultivos
independientes, la data es representada como el promedio + error estandar de la
media; P<0.01; test t-Student. Cultivos primarios de tanicitos sin tratamiento (D-D’)
0 con exposicion de 7 horas a FGF2 (E-E’) fueron fijados y tratados con
anticuerpos especificos para Cx43 (en canal verde) y WGA (en canal rojo). Las
flechas amarillas sefialan la presencia de Cx43 en los limites celulares, co-
localizando con WGA vy las cabezas de flecha sefialan un incremento en el
intracelular. Barra de escala: 100 pm. Los recuadros muestran una amplificacion

de las respectivas imagenes en la region marcada con la flecha amarilla.
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Posteriormente, se evalud si el aumento de la expresion de Cx43 observada
en los cultivos de tanicitos tratados con heparina/FGF2 tenia relacion con
componentes de la sefalizacion de la misma via (Arshad et al. 2018), para lo cual
se analizé la dinamica de expresion de ERK1/2 fosforilado a diferentes tiempos de
incubacion dentro del transcurso de la respuesta observada a 7 horas (1, 4y 7
horas; Fig. 16A). La fosforilacion (p) de ERK1/2 es indicativa de la activacion de la
cascada de sefalizacion inducida por FGF2. Anadlisis de inmunodeteccion
demostré una caida, aunque no significativa, de la expresion de Cx43 dentro de
las horas 1-4, y luego su recuperacion a la hora 7 a valores superiores al control
sin tratamiento con FGF2 (Fig. 16A superior), evento que fue opuesto a la
expresion de ERK1/2 fosforilada (Fig. 16A inferior). La cuantificacion densimétrica
de la sefal emitida para Cx43 y pERK1/2 a los diferentes tiempos fue normalizada

a la situacién control y se muestran en las figuras 16B y 16C, respectivamente.

Los resultados descritos demostraron que el incremento de la expresion de
Cx43 en tanicitos expuestos a FGF2 fue regulado de forma inversa al estado de
ERK1/2 fosforilado, cuyo maximo ocurre entre las horas 1-4 de activacion por el
ligando. Es posible insinuar una interaccién indirecta entre ERK1/2 y Cx43 a través
de eventos moleculares que no fueron detallados en este trabajo, como lo es la

fosforilacion del C-terminal de Cx43 o la regulacién de su degradacion.
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Figura 16. Cambios en la expresion de Cx43 tras las 1, 4y 7 horas de
exposicién a FGF2

(A) Expresion de Cx43 y pERK1/2 en ausencia de FGF2/heparina (c=control) y al
tiempo 1, 4 y 7 horas de tratamiento con FGF2/heparina. Los pesos moleculares
se indican a la izquierda de cada imagen. Cuantificacion densimétrica de las
bandas representativas de Cx43 (B) y pERK1/2 (C) a los diferentes tiempos de
tratamiento. Los valores fueron normalizados a la condicion control. N= 3 cultivos

independientes. ANOVA de una via, correccion de Bonferroni, (ns) no significativo.
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En cultivo, los hemicanales-Cx43 parecen tener un rol fundamental en la
deteccion de glucosa (Orellana et al. 2012) y en la activacion de la sefializacion
purinérgica inducida por FGF2. Sin embargo, en la glia radial y PNs adultas, las
uniones comunicantes también participan en la sincronizacion de su ciclo celular a
través de la existencia de una red de acoplamiento que permite la propagacion de
ondas de calcio (Weissman et al. 2004). No obstante, la comunicacién intercelular

establecida por conexinas ha sido poco caracterizada en tanicitos in vitro e in vivo.

En linea con esto, se evalué si los tanicitos in vitro conservaban la
capacidad de formar redes de acoplamiento a través de uniones comunicantes y si
éstas eran afectadas por FGF2. Para esto, los tanicitos fueron crecidos en
cubreobjetos previamente cubiertos con poli-L-lisina hasta 90% de confluencia y
suplementados con medio de cultivo carente de suero. Utilizando una pipeta de
registro (Fig. 17A-B, asterisco), una unica célula se llend con Lucifer Yellow
(Stewart 1981) durante 5 minutos, tras los cuales se analizé la dispersion de la
molécula a otras células a través de microscopia de fluorescencia en la condicién
control (Fig. 17A-A’) y tras 7 horas de tratamiento con heparina/FGF2 (Fig. 17B-
B’). Este andlisis permiti6 demostrar que los tanicitos en condiciones normales
establecen uniones comunicantes in vitro formando grupos de acoplamiento que
contuvieron al menos 2 células, aunque también hubo configuraciones mas
extensas de 10 o mas células, alcanzando un promedio de 9 células conectadas
(Fig. 17C). El tratamiento con heparina/FGF2 favorecio el desacoplamiento de los

tanicitos a grupos de 3.2 células en promedio (Fig. 17D). Estos resultados
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sugieren que el mitdgeno FGF2 modula la apertura de hemicanales y produce el

desacoplamiento entre las células.
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Figura 17. Desacoplamiento de las uniones comunicantes de tanicitos in
vitro tras tratamiento con FGF2

Cultivos confluentes de tanicitos fueron montados sobre cubreobjetos. (A-B) Una
célula individual fue visualizada por microscopia de campo claro, inyectada con
una pipeta de registro (asterisco) y llenada con Lucifer Yellow durante 5 minutos.
Ese intervalo de tiempo permitio visualizar la difusion de la sefal fluorescente
representativa de Lucifer Yellow a las células adyacentes (A’-B’), indicando la
conformacion de una extensa red de mas de 10 células para la condicién control
(A, A’) y alrededor de solo 2 células acopladas para la condicién heparina/FGF2
(B, B’). (C y D) Cuantificacion del niumero de células acopladas luego de cada
inyeccién para la condicion control (C) y heparina/FGF2 (D). La linea punteada
define el promedio de células acopladas, siendo éste 9.0 en (C) y 3.2 en (D). N=3
y 1 cultivos independientes para la condicion control y heparina/FGF2,

respectivamente.
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In vivo, un estudio previo muestra que los tanicitos estan acoplados a traves
de uniones comunicantes formando un sincicio (Szilvasy-Szabo et al. 2017), que
es desensamblado por carbenoxelona, un inhibidor general de uniones
comunicantes. Sin embargo, las conexinas especificas involucradas en el

acoplamiento de tanicitos no se habia establecido hasta este trabajo de tesis.

El siguiente objetivo consistio en caracterizar la red de acoplamiento de
tanicitos en rebanadas hipotaldmicas vivas en cuanto a las conexinas que
conforman las uniones comunicantes y la composicion de fenotipos celulares

asociados a la red comunicante.

12. Cx43 es la conexina mas abundante en tanicitos de rata

Puesto que estudios previos de inmunocitoquimica e inmunohistoquimica
han demostrado que Cx43 es expresada en tanicitos (Orellana et al. 2012;
Szilvasy-Szabo et al. 2017), nuestro objetivo fue comparar la expresién de Cx43
con Cx26 y Cx30, puesto que éstas ultimas han sido involucradas en la regulacién
de la proliferacién y mantenimiento de PNs en otras areas del cerebro (Bittman &
LoTurco 1999; Liebmann et al. 2013) y también son expresadas por astrocitos
(Nagy & Rash 2000). A través de RT-PCR en tiempo real, se confirmé la alta
expresion de Cx43 en el hipotdlamo de rata adulta (Fig. 18A) y cultivo primario de
tanicitos (Fig. 18B). Como se muestra en la figura 18A, el ARN mensajero (ARNm)
de Cx43 fue 50 veces mas abundante que Cx26 y 9 veces mayor que Cx30 en el

hipotalamo (barra gris oscura), mientras que Cx43 fue 1300 veces mas abundante
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gue Cx26 y casi 2000 veces mayor que Cx30 en cultivos primarios de tanicitos
(Fig. 18B, barra gris oscura). Resultados similares se obtuvieron en los ensayos
electroforéticos representativos bajo cada grafico. Sin embargo, los transcritos de
Cx45, Panxl y Panx2 también fueron altamente expresados en los cultivos
primarios de rata, aunque con menor intensidad que Cx43 (Fig. 18C). Ademas,
datos de ARN-seq obtenidos de cultivos primarios de tanicitos expuestos a 2 y 15
mM de glucosa confirmaron que Cx43 es la conexina mas expresada en este tipo

celular (Fig. 18 D), sugiriendo una funcién especifica de Cx43 en este tipo celular.
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Figura 18. Cx43 esta abundantemente expresada en tanicitos de rata

Extractos de ARN total de (A) hipotalamo de rata (N=3 animales) y (B-C) cultivo
primario de tanicitos de rata (P1, N=3 cultivos independientes) fueron sujetos a
RT-PCR en tiempo real (QRT-PCR) usando partidores para amplificar Cx26, Cx30,
Cx43, Cx45, Panxl y Panx2. La expresion transcripcional de las conexinas y
panexinas fue normalizada a la del gen control ciclofilina. Bajo los graficos Ay B
se muestra las electroforesis representativas de los productos de qRT-PCR. (C)
ARNseq de las conexinas y panexinas expresadas en cultivo primario de tanicitos

de rata expuestos a 2 y 15 mM de glucosa.
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13. Localizacion de Cx43y Cx45 en el hipotalamo de rata

Los elevados niveles de expresion de Cx43 y Cx45 en comparacion a las
otras conexinas (Fig. 18) nos conllevé a evaluar su localizacion in vivo a través de
ensayos inmunohistoquimicos en cortes hipotalamicos frontales de ratas adultas.
La inmunoreactividad para Cx43 se concentrd principalmente en la pars tuberalis
(flecha roja), pared lateral y piso del 3V (Fig. 19A-C, cabezas de flechas blancas).
Cx43 es expresada mayoritariamente en el cuerpo celular (cabezas de flechas) y
procesos (flechas) de al-tanicitos marcados con inmunoreactividad para nestina
(Fig. 19A1-C1), pero también en el cuerpo celular de B2-tanicitos (cabezas de
flecha) y en menor medida, en los procesos de estos ultimos (flechas en Fig.
19A2-C2). Es importante notar la presencia de Cx43 rodeando vasos sanguineos
parenquimales (asteriscos en Fig. 19A1-Cl). De igual manera, la
inmunoreactividad para Cx45 se concentra, aunque tenuemente, en la pared
lateral del 3V, lugar donde residen los al-tanicitos (cabezas de flechas en Fig.
19E-E3) y piso del 3V, especificamente en los f2-tanicitos (cabezas de flechas en
Fig. 19F-F3). En este caso, los tanicitos fueron marcados con anticuerpos para

vimentina, lo cual permite la deteccion especifica de células mesenquimales.
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Figura 19. Localizacion de Cx43y Cx45 en tanicitos de rata in vivo

(A-F3) Immunohistoquimica de una seccion hipotalamica frontal mostrando los
marcadores de PNs, nestina (en canal verde), vimentina (en amarillo), Cx43 (en
amarillo) y Cx45 (en blanco). El marcador nuclear Hoechst es mostrado en
magenta. (A-C) La expresion hipotalamica de Cx43 esta concentrada en las
paredes laterales, el piso del 3V (cabezas de flecha blancas), procesos de
tanicitos (flechas blancas) y pars tuberalis (flecha roja). Cx43 es altamente
expresada por a-tanicitos (A1-C1) y en menor grado, por B-tanicitos (A2-C2). Las
cabezas de flecha muestran Cx43 localizada en el cuerpo celular de los tanicitos,
mientras que las flechas indican la presencia de Cx43 en los procesos. Los
asteriscos sefialan la expresion de Cx43 alrededor de los vasos sanguineos. Al-
C1l y A2-C2 representan una magnificacion 60X de los recuadros indicados en A
(25X). Los controles negativos sin exposicion a anticuerpos primarios se muestran
en D-D2. (E-F3) La expresion hipotalamica de Cx45 co-localiza con vimentina
(cabezas de flecha), indicando su expresion por a-tanicitos (E-E3) y B-tanicitos (F-
F3). Barra de escala (A-C): 100 um, (A1-C2): 20 um, (D-F3): 50 um. 3V, tercer

ventriculo. EM, Eminencia Media.
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Considerando que Cx30 no es abundantemente expresada como Cx43 en
tanicitos, decidimos recurrir a la utilizacion de un modelo de raton modificado
genéticamente, cuya linea germinal carece de Cx30 (su ausencia es ubicua) y la
actividad de la enzima recombinasa es expresada exclusivamente en células
GFAP positivas para escindir el gen de Cx43, el cual esta flanqueado por sitios
loxP (Wallraff et al. 2006; Zhang et al. 2013). En este modelo, astrocitos y a
tanicitos carecen tanto de Cx30 como de Cx43, razén por la cual lo denominamos
doble knock out (dko). Primero, evaluamos la localizacion de Cx43 en el
hipotalamo de un ratén de tipo silvestre C57BL6J y lo comparamos a la del dko
(Fig. 20). Consistente con estudios previos (Szilvasy-Szabo et al. 2017), la
inmunoreactividad para Cx43 se concentro en las paredes laterales del 3V (Fig.
20A, A’) y, en menor medida, en el piso del receso infundibular (asterisco en Fig.
20A, A”). GFAP es expresado por astrocitos, pero también por a-tanicitos que co-
localizan con la sefial para Cx43 (flechas verdes en Fig. 20C-C”). GFAP no es
expresado por los B-tanicitos, lo cual implica que es una molécula ideal para
controlar la expresién de la actividad recombinasa y confinarla Unicamente a
astrocitos y a-tanicitos. Por lo tanto, el hipotdlamo del dko carece de Cx43
unicamente en los astrocitos y a-tanicitos (cabezas de flechas verdes, Fig. 20F-K).
La sefal para la Cre-recombinasa (Fig. 20H) colocaliza ocasionalmente, con
GFAP en el parénquima y pared ventricular, sugiriendo su expresion por astrocitos
y a-tanicitos (cabezas de flechas cian, Fig. 20G, I, K). En la region medial, la sefial
para la recombinasa se extiende lejos de la pared ventricular en células GFAP

positivas, donde la expresion de Cx43 es igualmente negativa (Fig. 20H-K).
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Figura 20. Ausencia de Cx43 hipotalamica en ratones Cx30, Cx43 dko

Ensayos de inmunohistoquimica de cortes hipotalamicos frontales obtenidos de
ratones de tipo silvestre (A-E”) y dko (F-K). La expresién de Cx43 se muestra en
verde, GFAP en rojo, la recombinasa Cre en cian y el marcador nuclear Hoechst
en azul. Las flechas en A-A” y C-C” indican los limites de la expresion de GFAP y
la colocalizacion de GFAP con Cx43 en las paredes laterales del 3V. El asterisco
en A-A” y C-C” muestra la débil expresion de Cx43 en los B-tanicitos. (A-E)
Imagenes de baja magnificacion del é&rea ventricular medial usando los
marcadores descritos. (A’, A”, B’, B”, C’, C”, D’, D”, E’ y E”) son magnificaciones
de las respectivas imagenes en su porcion dorsal y ventral. (H, I, J y K) son
imagenes aumentadas de la porciébn medial de F y G (recuadro blanco) sefialando
la expresion de la recombinasa Cre en algunos tanicitos (cabezas de flecha cian) y
ausencia de Cx43 en ellos (cabezas de flecha verdes). 3V, tercer ventriculo. EM,

Eminencia Media. Barra de escala: 50 pum.
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14. Cx43 es responsable de lared de acoplamiento de tanicitos con células

hipotalamicas

Para evaluar el acoplamiento de a tanicitos a través de uniones
comunicantes se utilizaron rebanadas frontales hipotalamicas vivas aisladas de
ratones de tipo silvestre, llenando una dnica célula con biocitina durante su
registro electrofisiologico a través de patch clamp en modo “célula completa”. La
biocitina es una molécula de 0.3 kDa aproximadamente, permeable a las
conexinas y que es capaz de difundir a otras células en presencia de una red de
acoplamiento. El a tanicito seleccionado fue reconocido por su posicién en la
pared ventricular y su morfologia polarizada; el cuerpo celular enfrenta el
ventriculo y su largo y Unico proceso se extiende hacia el parénquima. Los
tanicitos se mantuvieron a -80 mV y fueron llenados durante 20 minutos,
monitoreando cada 10 minutos que la resistencia de acceso a la pipeta no
aumentara sobre 20 MOhm. Mientras se registraban, se aplicé una serie de
voltajes de- e hiper-polarizantes (+20 mV a -160 mV) con incrementos de 10 mV
con la finalidad de evocar el patron de corrientes caracteristico de los tanicitos, el
cual se mantiene pasivo durante el registro (Fig. 21A). En la camada de tipo
silvestre, la inyeccion de biocitina a un Unico tanicito, revel6 una amplia red de
acoplamiento de células que delinean el ventriculo (canal verde en Fig. 21B-C),
detectada por el esparcimiento de la sefial a 45.4 = 3.6 células por plano
(promedio + error estandar; Fig. 21A), las cuales corresponderian a tanicitos a
juzgar por su tipica morfologia y posicion. Se analizé sélo un unico plano focal,

puesto que los tanicitos forman un epitelio de apariencia pseudo-estratificada con
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nacleos dificiles de distinguir tridimensionalmente. Interesantemente, la
superposicion de diferentes planos Opticos mostré sefiales de células marcadas
con biocitina en el parénquima (cabezas de flecha amarillas, Fig. 21B’-C’), las
cuales no coincidieron con los procesos de los tanicitos, indicando que la red de
acoplamiento se extendia mas alla de la pared ventricular (7 £ 3.2
células/rebanada; n=11 rebanadas, N= 5 animales; Fig. 22B). Luego evaluamos la
dispersion de biocitina en a tanicitos en rebanadas originadas en ratones Cx30,
Cx43**, hGFAP-Cre"y Cx307, Cx43**:nGFAP-Cre*. De modo similar, cuando un
a tanicito proveniente de un animal Cx30 ko fue llenado con biocitina, la sefal se
esparcio a lo largo de toda la pared ventricular (Fig. 21E-E’) a 54.8 + 1.7 células
acopladas por plano (n=13 rebanadas, N=5 animales; Fig. 22A). El niamero de
células biocitina positivas en el parénquima no fue significativamente diferente a lo
observado en los ratones de tipo silvestre (16.8 + 4.7 células por rebanada, n=13
rebanadas, N=5 animales; Fig. 22B). Para examinar si la ablacion de Cx43 es
suficiente para eliminar el acoplamiento a través de uniones comunicantes entre
los a tanicitos, analizamos las células de la linea Cx307, Cx43"":hGFAP-Cre*
(dko), la cual muestra una significativa disrupcion de la comunicacion entre
tanicitos (Fig. 21F-F”) con un acoplamiento residual de 3.4 + 1.6 células por plano
(n=12 rebanadas, N=5 animales; Fig. 22A) y una completa disrupcion del
acoplamiento con las células parenquimales (Fig. 22B). Estos resultados fueron
relacionados con la dispersion de la sefal a lo largo de la pared ventricular, la cual
corresponde a 195.7 £ 33.7 um, 225.4 + 56.6 ym and 16.7 + 4.6 um para los
ejemplares de tipo silvestre, Cx30 y dko, respectivamente (n= al menos 12

rebanadas, N=5 animales por genotipo; Fig. 22C).
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Figura 21. a-Tanicitos muestran patrones de corriente de membrana pasivos
y estan robustamente acoplados entre siy con células parenquimales a
través de Cx43.

Un Unico tanicito fue llenado con biocitina usando una pipeta durante registros de
patch clamp. (A) Corrientes de- e hiperpolarizantes (+20 mV a -160 mV, potencial
sostenido a -80 mV, incrementos de 10 mV) evocaron corrientes de entrada y
salida independientes del tiempo y del voltaje, respectivamente. Durante los 20
minutos de registro, la biocitina difundio a través de uniones comunicantes a a-
tanicitos y células parenquimales de ratones silvestres (B-C”) y de la linea
germinal Cx307 (Cx30 ko) (E-E’). No se observé difusion de la sefial en ratones
doble ko, donde la biocitina fue confinada al tanicito registrado (F-F”). (B-C, E-E’y
F) representan un unico plano o6ptico, mientras que (B’-C” y F’-F”) sefalan las
areas enmarcadas en C y F con una mayor magnificacion (maxima intensidad de
proyecciéon de 5 planos focales). Las flechas amarillas muestran las células

parenquimales acopladas. 3V. Tercer ventriculo. Barra de escala: 50 pm.

111



80

Numero de tanicitos
acoplados/plano

20

D
=)

407

*% A _ﬁ 40- ns B 500+ % C
ns ok é 35 ns * E‘.‘: ns '
= , , El _ns %
! 2 g . =
1 < g__‘é 25 2 .
n g < 300+ °
[) < = = =
. =8 20 3
3T . - 2 | 1 —i
= 18 < 200+ —¢
3 9 . Z *
o2 10 2 o
= [ ° % | | o
) _ . = 100 °
I =
"o Z )
I =
g O o o ) 0 ) o
&L & L E &S EE
N ! P o) N )
) C}' S c?' %\ c~

Figura 22. Analisis cuantitativo de lared de acoplamiento de a-tanicitos por

Cx43

(A-B) Proporcioén de los a-tanicitos y células parenquimales acopladas por plano y

en toda la seccién hipotalamica, respectivamente, de ratones silvestres, Cx30 ko y

dko. (C) Dispersion de la sefal a lo largo del 3V (um). (N=5 animales y al menos

12 rebanadas para cada genotipo; data fue representada como promedio + error

estandar de la media; P<0.05; ANOVA de una via, Bonferroni post-hoc).
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Adicionalmente, analizamos si el acoplamiento panglial detectado en los a-
tanicitos de animales de tipo silvestre existe en los B-tanicitos. Un Unico B-tanicito
fue identificado por la localizacidon de su cuerpo celular en el piso del 3V y su
prolongacion extendida hasta la vasculatura de la EM. Esta subpoblacion de
tanicitos presentd un patrén de corrientes transmembrana pasivo tras aplicar una
serie de voltajes de- e hiper-polarizantes (+20 mV a -160 mV, con incrementos de
10 mV; Fig. 23A). Para identificar la célula registrada, se adicion6 Texas red (3
kDa) a la solucion intracelular (flecha roja en Fig. 23B-B’). Similar a lo previsto con
los a-tanicitos, los B-tanicitos estaban robustamente acoplados entre si (Fig. 23B-
C’) y con células parenquimales localizadas en la EM (cabezas de flecha amarillas
en Fig. 23B’-C’), las cuales, a juzgar por su localizacién y morfologia, pudieron

haber sido astrocitos y oligodendrocitos.
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Figura 23. Los B-Tanicitos estan altamente acoplados entre siy con células
parenquimales

(A)  Corrientes de- e hiperpolarizantes (+20 mV a -160 mV, potencial sostenido
a -80 mV, incrementos de 10 mV) evocaron corrientes de entrada y salida
independientes del tiempo y del voltaje, respectivamente, en B-tanicitos de ratones
de tipo silvestre (B”). (B-C) Dispersién de la biocitina entre los B-tanicitos y células
parenquimales. (B’, B” y C”) Magnificacion de la porcién de la EM, donde los [3-
tanicitos se localizan. (B'-B”) Para identificar la célula que fue inicialmente
registrada, la pipeta fue llenada con dextrano Texas red (3 kDa, flecha y canal

cian). 3V. Tercer ventriculo. Barra de escala (B-C’): 20 uym.
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15. Los tanicitos establecen una red de acoplamiento panglial con astrocitos

y oligodendrocitos

Puesto que la red de acoplamiento de los tanicitos se extiende lejos en el
parénquima hipotalamico de los ratones de tipo silvestre y Cx30 ko, se apunto a
identificar las células que estaban acopladas a los tanicitos utilizando secciones
cerebrales de ratones transgénicos que expresaban la proteina verde fluorescente
potenciada (EGFP) bajo el promotor de GFAP humano (hGFAP-EGFP), postnatal
P44-P64 (Nolte et al. 2001). En esta linea germinal tanto astrocitos (flechas
blancas en Fig. 24A) como a tanicitos incluidos sus procesos (cabezas de flechas
amarillas en Fig. 24A), fueron marcados. Después de que un unico a tanicito fuera
llenado con biocitina, se cuantificd la proporcion de células doble positivas para
biocitina y GFAP (flechas blancas en Fig. 24B-B’, C-C’) y se normalizd sobre el
total de células biocitina positivas en la rebanada completa, excluyendo aquellas
células de la pared ventricular que indican el acoplamiento de los tanicitos entre si.
La cuantificacién del acoplamiento entre a tanicitos y astrocitos mostré que 11.2
2.5 sobre el total de células biocitina positivas 36.6 + 6, fueron también eGFP
positivas (n=13 rebanadas, N= 5 ratones). En promedio, 40 + 8.5 % de las células
acopladas a a tanicitos fueron astrocitos. En el parénquima, también se detectaron
células acopladas EGFP negativas, razén por la cual, se realizaron ensayos de
inmunohistoquimica utilizando anticuerpos para glutation S-transferasa pi (GSTpi)
(el cual se expresa solo en oligodendrocitos y fibras mielinizadas), con el objetivo
de determinar si los oligodendrocitos también estaban acoplados a los a tanicitos

(Fig. 24D). En algunas rebanadas se encontro la sefial de GST-pi (Fig. 24D1-D2)
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co-localizando con biocitina (flecha amarilla en Fig. 24D3-D4), indicando que
algunos tanicitos pueden establecer uniones comunicantes con oligodendrocitos.
A pesar de que el nimero de células GSTpi positivas en el hipotalamo fue bajo, se
cuantifico la proporcion de células doble positivas para biocitina y GSTpi sobre el
total de células acopladas en el parénquima de ratones hGFAP-EGFP (3.4% + 2.6;

n=11 rebanadas, N=4 animales).
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Figura 24. Andlisis del acoplamiento panglial mediado por a-tanicitos

a-Tanicitos de ratones hGFAP-EGFP fueron llenados con biocitina para evaluar el
acoplamiento panglial entre tanicitos y astrocitos. (A) Se realizd
inmunohistoquimica contra EGFP para potenciar la sefial. Las flechas amarillas
sefalan el soma y procesos de tanicitos que también son EGFP positivos. (B) La
biocitina se propaga a los tanicitos vecinos y co-localiza con algunas células
parenquimales EGFP-positivas, indicando su transmision a astrocitos (C; flechas
blancas). (A’-C’) muestra las respectivas imagenes fundidas con el marcador
nuclear Hoechst. En el recuadro inferior derecho se muestra una magnificacion de
cada imagen (A-C’) de uno de los astrocitos a los cuales se propago la biocitina.
(D-D4) Ocasionalmente (en este caso, en un raton Cx30 ko), se observo
acoplamiento panglial con oligodendrocitos. (D) La inmunoreaccion contra GSTpi
mostré oligodendrocitos en cercania a la parte ventral del hipotalamo. Las
imagenes superpuestas (D-D4) muestran GSTpi (en verde), biocitina (en rojo) y el
marcador nuclear Hoechst (en azul). Oligodendrocitos acoplados y no acoplados,
se indican con una flecha amarilla y blanca, respectivamente. (D1-D4) Mayor
magnificacion de D, mostrando GSTpi en verde (D1), su superposicion con el
marcador nuclear Hoechst en azul (D2) y con biocitina en rojo (D3) y la

superposicion de todos los canales (D4). Barra de escala (A-D4): 50 pm.
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En consecuencia, los tanicitos pueden establecer comunicacion panglial a
través de uniones comunicantes con astrocitos y oligodendrocitos localizados en el

parénquima hipotalamico.

16. La pérdida de red de acoplamiento altera el flujo iénico en a-tanicitos in

Vivo

Se monitorearon parametros electrofisiolégicos, como el potencial de
reposo y la resistencia de la membrana, en a-tanicitos de ratones silvestres, Cx30
ko y dko a través de la obtencion de rebanadas hipotalamicas vivas. En adicion, el
patrén de corrientes de la célula completa se midié como se describié en la figura
21A, el cual fue similar entre los ejemplares silvestres y Cx30 ko (Fig. 25A y B,
respectivamente). Sin embargo, los a tanicitos de rebanadas originadas en ratones
dko, presentaron una significativa reduccion en el patrébn de corrientes
transmembrana (Fig. 25C), reflejando un incremento significativo en la resistencia
de entrada (20.8 £ 2.5 MOhm, 22.1 + 11.1 MOhm y 274.7 £ 89.7 MOhm, para
ratones de tipo silvestre, Cx30 ko y dko, respectivamente). Cabe mencionar que el
potencial de reposo de las tres lineas germinales no varié significativamente,
siendo éstos -74.1 £ 0.7 mV, -74.7 £ 0.5 mVy -71.2 + 3.7 mV para ratones de tipo
silvestre, Cx30 ko y dko, respectivamente (Fig. 25E; n= al menos 12 rebanadas,

N= 5 animales por genotipo).

Para confirmar a través de una aproximacion farmacolégica que la

disminucion de las corrientes transmembrana de los tanicitos se debia
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especificamente a la pérdida de uniones comunicantes, se aplicd el inhibidor
general de uniones comunicantes carbenoxelona (CBX) a rebanadas de tipo
silvestre como se indica en la figura 25F. De hecho, la aplicacion de CBX en la
solucion de perfusion (100 uM por 15 minutos) provoca un aumento de la
resistencia de entrada de a tanicitos en 2.3 veces (Fig. 25G-I; desde 22.3 £ 5.4 a
50.5 = 16.9 MOhm, n= 12 rebanadas y N= 4 animales). Las mediciones del
potencial de reposo antes y después de la aplicacion de CBX tampoco variaron

significativamente (Fig. 25J) (-78.0 + 1.7 mV y -76.33 + 3.0 mV, respectivamente).

En conjunto, estos resultados indican que una proporcion significativa de las
corrientes transmembrana de a tanicitos se debe a las uniones comunicantes

conformadas por Cx43.
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Figura 25. La pérdida de acoplamiento por uniones comunicantes afecta el
patron de corriente de a-tanicitos.

(A-D) Las corrientes de membrana fueron activadas en los a-tanicitos por
corrientes de- e hiperpolarizantes como se describié anteriormente. Comparado
con las células de tipo silvestre (A), la ausencia de Cx30 no afecta la resistencia
de entrada de a-tanicitos (determinada de -80 a 70 mV; B, D), mientras que la
ausencia conjunta de Cx43 y Cx30 (dko) conlleva a un aumento significativo en la
resistencia (C, D). (E-H) La inhibicién farmacologica del acoplamiento también
conlleva a un incremento en la resistencia de entrada. Carbenoxelona (CBX), un
inhibidor de uniones comunicantes no selectivo fue aplicado como se indica en (F).
Tras registros control en solucion LCRa normal, CBX (100 puM) fue afiadido
durante 15 minutos, provocando un incremento significativo en la resistencia de
entrada (G, H, 1). (E-J) El potencial de reposo de los a-tanicitos no varioé para los
distintos genotipos (E), ni tras la presencia de CBX (J). (N=4 animales y 12
rebanadas; la data es representada como el promedio * error estandar de la
media; P<0.01; test t-Student).
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17. La pérdida de uniones comunicantes afecta la proliferacion hipotalamica

Ya que los tanicitos puede actuar como precursores neuronales, se evalué
si la incorporacion de BrdU era afectada por la ausencia de acoplamiento
intercelular. Ratones de tipo silvestre y dko fueron inyectados con BrdU como se
muestra en la figura 26A, después de lo cual y a través de inmunohistoquimica de
secciones hipotalamicas frontales, las células BrdU positivas fueron detectadas
tanto en la lejania como cercania al 3V (Fig. 26C, flechas y cabezas de flecha,
respectivamente). Se detectd la co-localizacion de BrdU con el marcador nuclear

Hoechst (Fig. 26C’-D’, recuadros superiores).

Ensayos de inmunolocalizacion mostraron que los animales dko presentaron
menos células BrdU positivas (Fig. 26D-D’) que los animales de tipo silvestre (Fig.
26C-C’). La cuantificacion del numero de células BrdU positivas relativa al area
parenquimal se llevo a cabo utilizando la herramienta ROl manager del programa
computacional Image J y revelé 7.3 £ 0.7 y 4.6 £ 0.9 células BrdU positivas
(6.8x102 y 3.3x10°2 células/um?) en el animal de tipo silvestre (n=23 rebanadas y
N=4 animales) y dko (n=13 rebanadas y N=3 animales), respectivamente. Estos
resultados indicaron que la pérdida de Cx43 disminuye significativamente la

capacidad de auto-renovacion de células hipotalamicas.
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Figura 26. La pérdida de acoplamiento por uniones comunicantes afecta la
proliferacion celular hipotalamica

Las inyecciones intraperitoneales de BrdU se llevaron a cabo como se describe en
A. (B) El nimero de células BrdU positivas en el parénquima fue cuantificado en 3
dKO (13 rebanadas) y 4 ratones de tipo silvestre (23 rebanadas) y los resultados
fueron normalizados al area analizada (um), usando la herramienta ROl manager
del software image-J. El andlisis estadistico se llevo a cabo usando la prueba no
paramétrico Mann Whitney de una cola, *P<0.05. (C-D’) Inmunohistoquimicas
representativas usando anticuerpos anti-BrdU (en verde) y anti-GFAP (en
magenta) en secciones hipotalamicas frontales de ratones silvestres (C-C’) y dKO
(D-D’). Los recuadros en C’-D’ indican la co-localizacién de anti-BrdU con el
marcador nuclear Hoechst. Las cabezas de flecha sefialan el BrdU en cercania
con el 3V, mientras que las flechas sefialan células BrdU positivas distantes al 3V.
3V, tercer ventriculo. Barra de escala (C, C’, D, D’): 50 um, barra de escala

(recuadros Hoechst): 10 pm.

Cx43 mostré ser importante para mantener la proliferacion de células
hipotalamicas, a pesar de que la identidad de las nuevas células generadas, que
pudieron verse afectadas por la ausencia de Cx43, no pudo ser completamente
dilucidada a través del protocolo de administracion de BrdU. En consecuencia, era
probable que la ausencia de Cx43 afectara no so6lo el acoplamiento entre los

tanicitos, sino que también su tasa de auto-renovacion.
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V. DISCUSION

Efecto de la glucosa en la dieta sobre la proliferacion de células

hipotalamicas

Diversos estudios han demostrado la presencia de neurogénesis
hipotalamica adulta en murinos y su aceleracion tras la exposicion del individuo a
diferentes estados metabdlicos (Severi et al. 2013), especialmente a una dieta rica
en grasas (Lee et al. 2012; Kokoeva et al. 2005; Bless et al. 2016; Safahani et al.
2019). Puesto que las neuronas incorporadas adquieren mayoritariamente un
fenotipo anorexigénico, se ha postulado que son parte de un mecanismo
compensatorio en respuesta a un alza caldrica (Gouaze et al. 2013; Czupryn et al.
2011). No obstante, se desconoce si este evento es transversal a otros tipos de
dietas hipercaléricas. En el presente trabajo, se demostré que la ingesta de una
dieta rica en sacarosa gatilla la proliferaciéon de B2-tanicitos, los cuales han sido
controversialmente propuestos como PNs del hipotdlamo adulto (Lee et al. 2012;
Kano et al. 2019). La respuesta proliferativa parece ser exclusiva de este subtipo
celular frente al alza de sacarosa, ya que las células parenquimales de los nucleos
neuronales hipotalamicos, de la EM y a-tanicitos expuestos a una dieta rica en
sacarosa no mostraron diferencias en la incorporacién de BrdU en comparacion al
régimen control. La invariabilidad en el estado proliferativo de las células
parenquimales en el ARC tras HFD ha sido observada en investigaciones previas
(Safahani et al. 2019), apoyando nuestros resultados. La dieta de referencia

utilizada en nuestros ensayos contiene la misma proporciéon de calorias, pero
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almacenadas en forma de polisacaridos ramificados de glucosa, de lenta
degradacion. La diferencia en la composicion de ambas dietas gener6 curvas de
glicemia distintas en el tiempo, permitiendo sugerir que la division celular de los
B2-tanicitos fue sensible a la concentracion de glucosa plasmatica, la cual pudo
ser detectada debido a la posicion privilegiada de los mismos contactando la EM.
Los ciclos de ayuno-alimentacion inducen una constante remodelacion estructural
en la EM como, por ejemplo, una extendida angiogénesis hacia areas
hipotalamicas laterales y desarrollo de uniones estrechas en a-tanicitos durante el
ayuno, y su restablecimiento tras la alimentacion (Langlet et al. 2013a). Estos
antecedentes apoyan la concepcion plastica de las células que residen en la EM
frente a cambios en el estado metabdlico del individuo. Un ejemplo claro de esto
es la plasticidad morfolégica de la zona externa de la EM para facilitar la liberacion
de la hormona liberadora de gonadotropina a la circulacién portal durante el ciclo
estral, la cual consiste en un acercamiento de la lamina basal parenquimatosa a
los terminales neuronales (Prevot et al. 1999). Concordante con esto, ratas
hembras tratadas con una dieta rica en grasas demuestran una aumentada
proliferacion y neurogénesis especificamente en la EM que no se observa en
machos (Lee et al. 2014). El mismo grupo de investigacion utilizando ratones
PN18, dilucid6 previamente el origen de las neuronas nacientes, atribuyéndolo a
los B2-tanicitos (Lee et al. 2012). No obstante, nuestros estudios no pueden
descartar que la propagacion de B-tanicitos: (i) responda a un dimorfismo sexual
ya que solo se utiliz6 ratas machos (Lee et al. 2014), (i) anteceda al
microambiente inflamatorio fomentado en la pre-diabetes y pre-obesidad (Li et al.

2012; Moraes et al. 2009; Lemes et al. 2018; McNay et al. 2012; Safahani et al.
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2019) y/o (iii) se deba a un mecanismo glucosensor dependiente del receptor del
sabor dulce Tasl1r2 (y no del metabolismo de la glucosa), el cual puede de igual
modo, evocar incrementos de calcio transmisibles entre tanicitos (Benford et al.
2017). Estudios futuros podrian considerar especificar el fenotipo adquirido por los
B-tanicitos una vez inducida su proliferacion con la dieta rica en sacarosa con el fin
de dilucidar su diferenciacion a células gliales (astrocitos) o neuronales (AgRP o

POMC, entre otros).

Cx43 en la proliferaciéon de tanicitos

Las vias especificas a través de las cuales es administrado el BrdU resultan
en distintos patrones de sefal ya que reflejan diferente disponibilidad de esta
molécula a diferentes tipos celulares. Por ejemplo, su administracion periférica
marca preferencialmente tanicitos de la EM porque estan proximos al suministro
de sangre periférica, mientras que el BrdU icv es incorporado facilmente por
células de las paredes del 3V y parénquima (Sousa-Ferreira et al. 2014). Para
conseguir un acceso equivalente y continuo a todas las subpoblaciones de
tanicitos, se recurrié a la implantacion de bombas osméticas conectadas a una
canula en el 3V. Las bombas fueron cargadas de BrdU e inhibidores
farmacoldgicos que permitieron elucidar parte del mecanismo molecular que
participa del proceso proliferativo de los tanicitos. Se demostro in vivo, que Cx43
juega un rol crucial no sélo en la deteccién de glucosa por tanicitos (Orellana et al.
2012; Frayling et al. 201l1a), sino también en la auto-renovacion de éstos,

evidenciando la versatilidad de esta proteina. La administracién icv del inhibidor
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farmacoldgico de Cx43, Gap27, fue capaz de impedir la proliferacion mediada por
FGF2 especificamente en B-tanicitos y, ademas, la infusion conjunta de ambas
moléculas alter6 la ingesta alimentaria. Anteriormente, FGF2 se catalogd como
una molécula anorexigénica, la cual aumenta fisioldgicamente su concentracion en
el LCR postprandialmente en ratas (Oomura et al. 1992). Posterior y
contradictoriamente, la inhibicion farmacoldgica de FGFR1c, receptor de FGF2
expresado por tanicitos, indujo una disminucién de la ingesta alimenticia y peso
corporal que se mantuvo dias después de la infusion icv o la administracion
periférica del farmaco a hamsters siberianos (Samms et al. 2015). Por otro lado, la
expresion hipotalamica de Cx43 ha demostrado ser variable entre los ciclos de
ayuno-realimentacion y su inhibicion afecta la secrecibn de insulina tras
inyecciones de glucosa (Allard et al. 2014). Los resultados del trabajo expuesto
sefalan que al cuarto dia de infusién de FGF2, existe una tendencia (aunque no
significativa) a la reduccion de la ingesta alimenticia, coincidiendo con los estudios
realizados por Oomura (Oomura et al. 1992). Contrariamente, la infusién conjunta
de FGF2 y Gap27, indujo un incremento significativo y sostenido en el tiempo de la
ingesta, sugiriendo que la inhibicién de Cx43 fue suficiente para atenuar el efecto
anorexigénico de FGF2 y alterar la deteccién de nutrientes (Allard et al. 2014).
Estos cambios metabdlicos pueden ser atribuidos al impacto inmediato de
FGF2/Gap27 sobre los tanicitos, que son las células que contactan directamente
al LCR, pero también sobre otros tipos celulares altamente proliferativos que
expresan Cx43, como lo son las células endoteliales (Morita et al. 2013; Arshad et
al. 2018). Aunque se ha sugerido que la angiogénesis tiene poca ocurrencia en el

cerebro adulto bajo condiciones fisiolégicas, BrdU también es incorporado por
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células de la EM que ademas expresan el marcador de endotelio CD31, y los
marcadores de vasculatura en desarrollo; NG2, PDGFRB, DLL4, indicando que la
EM remodela constantemente su vasculatura (Morita et al. 2013). Es probable que
la multiplicaciéon de tanicitos, asi como los cambios en el comportamiento
alimenticio, dependan de la concentracion de FGF2 y Gap27 alcanzada en el LCR,
la cual pudo haber sido insuficiente o excesiva para lograr respuestas notorias en,

por ejemplo, la incorporacion de BrdU por a-tanicitos.

FGF2 modula la apertura de HCs-Cx43 en tanicitos

La inhibicibn de Cx43 en tanicitos afectd la proliferacion de tanicitos
inducida por FGF2 in vivo e in vitro, sugiriendo la participaciéon de ambas proteinas
en una via comun. En células de glioma C6 (De Vuyst et al. 2007) y Hela
(Schalper et al. 2008) transfectadas con Cx43, asi como en astrocitos espinales
(Garre et al. 2010), FGF1 o FGF2 induce una apertura transitoria de los
hemicanales conformados por Cx43, por donde es liberado el ATP. Los ensayos
de incorporacion de etidio por tanicitos en cultivo realizados en este trabajo,
demostraron que FGF2 induce la apertura de hemicanales conformados por Cx43
(Fig. 27, pasos 1-2), los que en parte son sensibles a Gap27, sugiriendo que esta
conexina es primariamente responsable de la captacion. No obstante, no se puede
descartar la participacion de otras conexinas (como Cx45, altamente expresada en
cultivo de tanicitos) y panexinas (especialmente panx1l y panx2), que permiten el
flujo indistinto de moléculas entre el medio intra con el extracelular. La apertura de

HCs-Cx43 inducida por FGF2 en tanicitos llevo a la liberacion de 6.3 veces mas
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ATP en comparacion al control (Fig. 27, paso 3). Si bien estos valores se
encuentran muy por debajo de alrededor de las 45 veces que aumenta la
liberacion del nucledtido tras su induccién con 10 mM de glucosa en tanicitos
(Orellana et al. 2012), es importante considerar el tiempo de exposicion a los
inductores requerido para alcanzar las concentraciones medidas (1 minuto vs 7
horas en presencia de glucosa y FGF2 glucosa, respectivamente). La salida de
ATP fue significativa, pero parcialmente inhibida por Gap27, sugiriendo que
ademas de HCs-Cx43, otras vias pudieran estar involucradas. Al respecto, se
sabe que la permeabilizacion de ATP inducida tras la activacion de FGFRs puede
deberse a: (i) su liberacion vesicular (Fig. 27), (ii) activacion de los receptores
P2X7, los que estimulan a su vez, la apertura de canales conformados por Panxl
y (iii) HCs-Cx43 (Garre et al. 2010). Sin embargo, Panx1 no es responsable de la
liberacion de ATP tras la administracion de 10 mM de glucosa en tanicitos

(Orellana et al. 2012).

FGF2 favorecié la configuracion abierta de los HCs-Cx43 en tanicitos,
evaluada mediante ensayos de incorporacion de etidio ademas de liberacién de
ATP. Evidencias previas en células Hela transfectadas con Cx43 muestran que
FGF1 induce un incremento en el estado de apertura de los HCs y cambios en su
distribucién, movilizdndose hacia la membrana celular, sin variaciones
consistentes en la expresion de la proteina (De Vuyst et al. 2007; Schalper et al.
2008). En tanicitos, la induccion con 10 mM de glucosa aumenté el flujo de
corriente a travées de HCs-Cx43, pero no afectd los niveles de Cx43 en la

superficie celular (Orellana et al. 2012). Las modificaciones sefialadas son
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atribuibles a la extensa probabilidad de fosforilacién de la porcion C-terminal de
Cx43 por diversas quinasas, incluida MAPK, lo que subyace a la regulacion de su
apertura, distribucion y degradaciéon (Pogoda et al. 2016). Nuestro trabajo
demostré que 7 horas de exposicion a FGF2 doblo la expresion de Cx43 en
tanicitos, suceso que pudo deberse a mecanismos moleculares que subyacen a la
relacion inversa entre expresion de esta conexina y la fosforilacion de ERK1/2 a lo
largo del tiempo de tratamiento; a medida que aumenta la fosforilacion de la
quinasa, disminuye la expresion de la conexina. Se conoce la participacion de
ERK1/2 en la regulacion de Cx43 en células endoteliales (Zhao et al. 2011), pero
los estudios se contraponen a los nuestros en cuanto a la dependencia directa
entre ambas proteinas (Arshad et al. 2018). EI mecanismo molecular por el cual
FGF2 regula la expresion y apertura de Cx43 hacia el medio extracelular en

tanicitos requiere de futuros estudios.

La liberacibn de ATP puede ejercer efectos de largo plazo como
proliferacion, diferenciacion, migracion y apoptosis en variados tipos celulares,
especialmente en astrocitos (Neary et al. 1998) y PNs embrionarias (Weissman et
al. 2004). En la presente tesis, se demostrd que tanicitos en cultivo aumentaron
su divisidn celular cuando fueron expuestos a concentraciones de ATP de 10 y 50
uM (Fig. 27, paso 5), no teniendo efectos significativos concentraciones superiores
a 100 pM. La importancia de la dosis-respuesta coincide con estudios en
astrocitos (Neary et al. 2008) y PNs de la ZSV adulta (Mishra et al. 2006), donde
~30-50 pM de este nucledtido potencian la proliferacion inducida por FGF2,

mientras que 300 y 1000 uM la inhiben (Neary et al. 2008). Bajas y altas
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concentraciones de ATP activan receptores P2Y y P2X, respectivamente,
desencadenando efectos opuestos en la célula; mientras P2Y promueve la
sintesis de ADN, P2X7 induce el arresto del ciclo celular de astrocitos en un
estado no-proliferativo (Neary et al. 2008). Por otro lado, la expresion de P2X4 (un
receptor ionotropico de ATP) hipotalamico esta limitada a neuronas orexigénicas
NPY vy tanicitos (Xu et al. 2016). La funcién de este receptor en neuronas NPY,
una vez activado por ATP, es facilitar la liberacion de GABA desde el terminal
presinaptico sobre los dos blancos postsinapticos; neuronas POMC del ARC y
neuronas del nacleo paraventricular (Xu et al. 2016). La funcionalidad de P2X4 en
tanicitos estd inexplorada, a pesar que su activa sefalizacion purinérgica (por
ejemplo, en presencia de glucosa) es conocida (Frayling et al. 2011b). Es factible
gue la liberacion de ATP mediada por FGF2 en tanicitos tenga un impacto no tan
solo autocrino/proliferativo a través de los receptores P2Y1, sino también

paracrinamente activando neuronas NPY a través de P2X4 (Fig. 27, paso 4b y 5b).

Los ocho subtipos de receptores P2Y pueden ser activados por ATP, ADP,
UTP, UDP y nucleosidos, y estan acoplados a diferentes cascadas de sefializacion
(Zimmermann 2006). La presencia de enzimas ectonucleotidasas, cuyo sitio
catalitico se encuentra enfrentando el exterior celular, controla la funcionalidad de
los nucledtidos extracelulares. Especificamente, la enzima nucledsido trifosfato
difosfohidrolasa 2 (ENTPDasa2) es altamente expresada por PNs de la ZSV y
ZSG adulta, y cataliza la hidrolisis de nucledsidos trifosfato, transformandolos en di
y subsecuentemente, monofosfato (Gampe et al. 2015; Mishra et al. 2006).

Nuestros estudios de ARNseq de tanicitos en cultivo indicaron que los transcritos
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de ENTPDasa2 estan altamente representados, sugiriendo que la proliferacion
observada tras su exposicidon a ATP pudo ser consecuencia de la interaccion de
las moléculas que resultan de su degradacion (ADP, AMP y adenosina) con los
receptores P2Y1.2411,1213 Yy P1 (Zimmermann 2006). Para sortear la inespecificidad
de las posibles interacciones, se recurrié al uso de un analogo no hidrolizable de
ATP, ATPYS y un inhibidor especifico de P2Y1, MRS2179. 10 mM de ATPYS fue
suficiente para inducir un aumento de la incorporacion de BrdU por tanicitos
comparado con el control, la cual fue sensible a MRS2179, insinuando que la
hidrolisis de ATP por ectonucleotidasas no fue indispensable para alcanzar el
efecto proliferativo, posiblemente a través del receptor P2Y1 (Fig. 27, paso 4a). No
obstante, debido a que la cuantificacion de la BrdU incorporada a 10 mM de ATP
fue levemente mayor que a la misma concentracién de ATPYS, no es posible
descartar la participacion de ADP y adenosina activando otros receptores

purinérgicos.
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Figura 27. Modelo propuesto.

Tanicitos en cultivo expuestos por 7 horas a FGF2 (1) aumentan la probabilidad de
apertura de HCs-Cx43 (2), por donde es liberado el ATP al medio extracelular (3).
El ATP extracelular actiia como sefial autocrina activando receptores P2Y1 (4a) y
promoviendo la proliferacion celular (5a), posiblemente, a través de ondas de
calcio. La potencial presencia de ectonucleotidasas llevaria a cabo la hidrdlisis de
ATP a ADP y finalmente, a adenosina; productos que también pueden promover la
proliferacion a través de los receptores purinérgicos P2Y24111213y P1A. EI ATP
extracelular puede, ademas, impactar directamente a las neuronas del ARC, NPY,
a través de receptores P2X4 (4b) y promover la liberacion de GABA (5b) (Xu et al.
2016).
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Nuestros datos coinciden con los otorgados por la literatura para otras PNs,
en los que el ATP se moviliza hacia el exterior celular a través de canales
conformados por conexina 43 e interacciona con receptores purinérgicos. La
inhibicion de al menos una de estas dos vias afectd la proliferacion celular en

tanicitos.

Rol de Cx43 en lared de acoplamiento

Las uniones comunicantes estan conformadas por dos hemicanales, cada
uno contribuido por las células que comparten esta comunicacién. Estos canales
son de alta conductancia y permiten el traspaso de moléculas paracrinas como
ATP, NAD, glutamato y prostaglandinas (Schalper et al. 2008). Los resultados
obtenidos a partir de la inyeccién de Lucifer Yellow a una célula individual
indicaron que los tanicitos estan acoplados in vitro, conformando grupos de
alrededor de 9 células comunicadas bajo condiciones normales. No obstante, 7
horas de tratamiento con FGF2 indujo una disminucion evidente en el nUmero de
células que conformaron la red acoplada, lo que sugiriere una regulacién opuesta
entre hemicanales y uniones comunicantes en respuesta a FGF2. Al respecto, se
sabe que los lipopolisacaridos y FGF2 gatillan la produccion de acido
araquidonico, molécula que inhibe las uniones comunicantes y estimula la apertura
de hemicanales y liberacion de ATP en algunas lineas celulares (De Vuyst et al.
2007). De todos modos, las conexinas responsables del acoplamiento de tanicitos

in vitro e in vivo no se conocian hasta este trabajo de tesis.
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In vivo, los tanicitos son células tipo glia radial que pueden ejercer un rol
como “porteros”, regulando el acceso parenquimal y la disponibilidad de hormonas
y nutrientes (Balland et al. 2014; Collden et al. 2015; Langlet et al. 2013a), pero
también como PNs del hipotdlamo adulto (Robins et al. 2013; Haan et al. 2013;
Jourdon et al. 2016; Lee et al. 2012). En el presente trabajo, los datos
transcripcionales, RT-PCR en tiempo real y ARN seq, mostraron que Cx43 fue la
conexina mas expresada en el hipotalamo. Es importante notar que Cx45, Panx1y
Panx2 (los ultimos dos siendo homologos de conexinas que no forman uniones
comunicantes) también son robustamente expresados en tanicitos. A pesar de que
los niveles transcripcionales de Cx43 fueron alrededor de mil veces mas
abundantes que Cx26 y Cx30 en cultivos enriquecidos de tanicitos, la diferencia es
menor en los extractos hipotaldmicos totales, probablemente debido a la presencia
de otros tipos celulares. Por ejemplo, los astrocitos del hipocampo y del neocértex
forman uniones comunicantes a través de Cx30 y Cx43, mientras que los
oligodendrocitos lo hacen mediante Cx32 y Cx47 (Griemsmann et al. 2015) (Fig.
28). No obstante, en el tdlamo, la mayoria de las uniones comunicantes entre
astrocitos estan conformadas mayoritariamente de Cx30 en vez de Cx43,
sugiriendo que la constitucidon de las uniones comunicantes varia entre las
distintas regiones del cerebro y subpoblaciones celulares. En el hipotalamo
murino, ensayos inmunohistoquimicos mostraron una clara sefal para Cx43 en las
paredes del 3V y una inmunorreactividad tenue en piso del receso infundibular,
donde los B-tanicitos contactan la EM. Como diferentes patrones de expresion de
MRNA fueron observados entre los subtipos de tanicitos por RNAseq (Campbell et

al. 2017; Chen et al. 2017), es posible que Cx43 conforme la mayoria de las
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uniones comunicantes en a-tanicitos, mientras que otras conexinas participen en
las uniones comunicantes de B-tanicitos, entre las cuales Cx45 podria estar

involucrada. Esta sugerencia estaria de acuerdo con nuestros datos de ARNseq.

Utilizando ratones carentes genéticamente de Cx30 y Cx43, confirmamos
que el acoplamiento entre a-tanicitos y células gliales localizadas en el
parénquima era dependiente de Cx43 (Fig. 28). Es importante notar que la
ausencia de Cx43 previno la comunicacién entre los tanicitos y células
parenquimales. Sin embargo, no elimind completamente la capacidad de formar
canales entre los mismos a-tanicitos, ya que en algunas rebanadas notamos un
acoplamiento residual. Una posibilidad es que, en la linea germinal, algunos
tanicitos deficientes regularon la expresion de otras conexinas para compensar la
falta de Cx43. Por ejemplo, Cx45, que también estuvo altamente expresada en

tanicitos in vitro, pudo proporcionar cierta redundancia en este contexto.

Luego evaluamos si las células acopladas en el parénquima tenian un
fenotipo glial. Para facilitar la co-localizacién de biocitina en diferentes tipos de
células, utilizamos la linea de ratones transgénicos hGFAP-EGFP e identificamos
que casi la mitad de las células parenquimatosas acopladas a a-tanicitos fueron
astrocitos (Fig. 28). Sin embargo, este valor pudo ser subestimado ya que no
todos los astrocitos en esta linea son positivos para EGFP (Liebmann et al. 2013).
No solo astrocitos sino también oligodendrocitos estuvieron acoplados a los
tanicitos (Fig. 28). Si bien, esta es la primera vez que se describe una red de
acoplamiento panglial en el hipotalamo, las redes de acoplamiento panglial han
sido previamente caracterizadas en otras areas cerebrales, como el talamo,
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hipocampo, neocortex (Griemsmann et al. 2015; Wasseff & Scherer 2011) y
cuerpo calloso (Maglione et al. 2010; Meyer et al. 2018), las cuales difieren en la
proporcion de astrocitos/oligodendrocitos e isoformas de las conexinas
expresadas (Griemsmann et al. 2015). No obstante, el impacto fisioloégico de la red
de acoplamiento panglial hipotalamica identificada en el presente estudio aun no
ha sido aclarado. En el cuerpo calloso por ejemplo, una red panglial recientemente
descrita coopera para transferir glucosa y lactato a través de GLUT1 y el
transportador de monocarboxilato 1 (MCT1) para mantener el apoyo metabdlico a
los axones (Meyer et al. 2018). Como parte del mecanismo sensor de glucosa, los
tanicitos expresan GLUT2 (Garcia et al. 2003), MCT1 y MCT4 (Elizondo-Vega et
al. 2016), cuya inhibicion individual in vivo fue suficiente para interrumpir la
comunicacién entre el estado metabdlico del organismo y la respuesta de
neuronas orexigénicas/anorexigénicas, alterando asi el comportamiento
alimenticio (Elizondo-Vega et al. 2016; Barahona et al. 2018). Se desconoce si la
red panglial descubierta aqui es un camino adicional para transmitir sefiales
(originadas desde el LCR o capilares fenestrados de la EM) a neuronas de
nacleos adyacentes. Las moléculas transmitidas podrian ser metabdlicas, como
glucosa y lactato, o de sefializacién, como ATP (Fig. 28). Ademas, la red acoplada
de tanicitos y astrocitos podria funcionar como un sincicio glial para coordinar y
amplificar la informacion proveniente de LCR (a través de tanicitos) y circulacion
periférica (a través de astrocitos), transmitiendo asi una respuesta de consenso.
Esto puede ayudar a compensar las limitaciones estructurales impuestas por la
barrera hematoencefalica, ya que se ha informado que la barrera estructural

formada por uniones ocluyentes de B-tanicitos entre el LCR y EM puede ser
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modificada por el estado metabdlico del organismo (Langlet et al. 2013a), siendo
probable que las condiciones metabdlicas también afecten la extension de la red
acoplada. De hecho, los cambios en el estado metabdlico como el ayuno alteraron
la expresion de Cx43 hipotalamica mediobasal, pero no los niveles de Cx30 (Allard
et al. 2014). La inhibicion transitoria de Cx43 en el hipotdlamo mediobasal altero la
insulinemia en respuesta a inyecciones intracarotideas de glucosa (Allard et al.
2014). Este hecho ejemplifica el requerimiento de la conexina para la deteccidn
hipotalamica de glucosa. Estudios previos encontraron que Lucifer Yellow pudo
ser disperso facilmente por uniones comunicantes a a y B-tanicitos, aunque estos
estudios no detectaron un acoplamiento panglial (Jarvis & Andrew 1988) y en
cambio, mencionaron acoplamiento de tanicitos a axones neuronales
hipofisiotrépicos (Szilvasy-Szabo et al. 2017). Los resultados obtenidos en este
estudio no pueden excluir la posibilidad de que la red acoplada se extienda mas
gue a los astrocitos y oligodendrocitos, pero el posible acoplamiento a otros tipos

de células permanece por dilucidar.
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Figura 28. Red de acoplamiento establecida por los tanicitos.

Los tanicitos de la pared lateral (a12 y 1) estan robustamente acoplados entre si
y con algunos astrocitos y oligodendrocitos parenquimales (mostrados en rojo) a
través de uniones comunicantes conformadas de Cx43. Las posibles conexinas
aportadas por los astrocitos y oligodendrocitos en la red de acoplamiento panglial
son Cx30/Cx43 y Cx32/Cx47, respectivamente. Los tanicitos del piso ventricular
(B2) también estan conectados entre si y con células de la EM a través de uniones
comunicantes. No obstante, el fenotipo de estas células parenquimales no fue
dilucidado. La red panglial podria servir para amplificar sefiales metabdlicas
originadas en el LCR o circulacién periférica, modulando la actividad de neuronas
del ARC (como POMC) a través de moléculas como glucosa, lactato y/o ATP,
entre otras. Estudios futuros podrian considerar evaluar el acoplamiento entre
tanicitos y microglia y/o células endoteliales, las cuales también expresan Cx43.
3V, tercer ventriculo. EM, eminencia media.

En el estudio previo, la inadvertencia de las células parenquimatosas
acopladas a los tanicitos pudo deberse a la aproximacion experimental; aunque
todas las conexinas son permeables a pequefias moléculas, Lucifer Yellow y
biocitina (los dos marcadores mas utilizados para medir el acoplamiento) difieren
en su capacidad de permear las uniones comunicantes. Por ejemplo, las cargas
positivas de la neurobiotina le permiten pasar a través de uniones comunicantes

formadas de Cx30, mientras que las cargas negativas de Lucifer Yellow se lo

impiden (Yum et al. 2007).

Todas las células analizadas en el presente estudio presentaron patrones
de corriente pasivos cuando se aplic6 cambios de- e hiperpolarizantes en el
voltaje. La ausencia genética de las conexinas o la inhibicion farmacoldgica del

acoplamiento por uniones comunicantes se asociaron a un drastico incremento en
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la resistencia de membrana, confirmando descubrimientos previos (Russo et al.
2008; Wallraff et al. 2006; Blomstrand et al. 2004). Curiosamente, el tratamiento
con CBX aumento la resistencia de entrada de las membranas de tanicitos en 2
veces, similar a lo que se ha observado en los astrocitos del hipocampo
(Blomstrand et al. 2004). Este aumento fue menor comparado con los cambios
observados entre las células de tipo silvestre y ratones dKO, lo que podria indicar
un bloqueo farmacologico mediado por CBX insuficiente. Alternativamente, es
posible que la carencia permanente del gen de Cx43 en el raton dKO conllevara a

alteraciones compensatorias en la expresion de otros canales de membrana.

En ratones adultos de tipo silvestre, el analisis de incorporacién de BrdU
mostré pocos sino ningun tanicito proliferativo, lo cual se correlaciona con la baja
tasa de renovacion celular reportada para estas PNs adultas (Hendrickson et al.
2018) o con la baja tasa de neurogénesis hipotalamica comparada con otros
nichos neurogénicos (Lledo et al. 2006; Migaud et al. 2010). Por otra parte, el
protocolo usado aqui para detectar el estado proliferativo de las células incluye
una semana de descanso después de las inyecciones de BrdU, dejando tiempo
suficiente a las precursoras neuronales para migrar hacia el parénquima. A pesar
de que el fenotipo de las células no fue dilucidado, es presumible que la ausencia
de Cx43 afectara no sélo el acoplamiento de tanicitos sino también su capacidad
de auto-renovacion, entre otras funciones celulares. Tal como se ha demostrado
en la neurogénesis hipocampal, la ausencia de Cx43 perjudica la incorporacion de
BrdU por PNs (Kunze et al. 2009). Finalmente, el rol fisiolégico de las uniones

comunicantes conformadas por Cx43 entre tancitios y células gliales localizadas
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cerca del ARC pueden incluir la regulacion del ciclo celular de las PNs a través de
la transmision de las ondas de calcio (Weissman et al. 2004; Frayling et al. 2011b),
transmision de sefales metabdlicas a neuronas hipotalamicas, amortiguacion de
iones y regulacion homeostatica de metabolitos presentes en el parenquima del

ARC, LCR y sangre periférica.

Se concluye que la proliferacién especificamente de B-tanicitos es sensible
a la concentracion de glucosa en la sangre y que el mecanismo que subyace a
este fendmeno pudiera estar relacionado directa o indirectamente a la sefializaciéon
purinérgica mediada por hemicanales-Cx43. Por otro lado, Cx43 juega un rol
crucial en la proliferacion y comunicacion de los tanicitos, ya sea sirviendo como
ruta para la liberacion de ATP y la activacion de la sefalizacion purinérgica tras la
induccion con FGF2, o como canales comunicantes que permiten la formacién de
una red de acoplamiento panglial que se extiende hasta el parénquima. Las
futuras proyecciones de estre trabajo pueden incluir: (i) dilucidar el/los
mecanismo/s explicito/s que asocian la deteccion de cambios en la dieta por
tanicitos con su division celular, (ii) estudiar otros fenotipos celulares que pudieran
formar parte de la red de acoplamiento, como por ejemplo, microglias y células
endoteliales y como esta red de acoplamiento pudiera ser modulada por
oscilaciones en el estado metabdlico del organismo vy (iii) evaluar cambios en el
comportamiento alimenticio tras la inhibicion aguda de Cx43 especificamente en

los tanicitos.
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VIIl. ANEXOS

Tabla 2: Contenido nutricional de la dieta rica en sacarosa (HSD)
AIN-76A w/ 11% Fat Energy/Sucrose/Blue

58R1

DESCRIPTION

AIN-76A Semi-Purified Diet 5800-B Surwit Diet with
11% Fat Energy, Sucrose and Dyed Blue. Originally
manufactured as “D12329".

Storage conditions are particularly critical to
TestDiet® products, due to the absence of
antioxidants or preservative agents. To provide
maximum protection against possible changes
during storage, store in a dry, cool location.
Storage under refrigeration (2° C) is
recommended. Maximum shelf life is six months.
(If long term studies are involved, storing the diet
at -20° C or colder may prolong shelf life.) Be
certain to keep in air tight containers.

Product Forms Available*  Catalog #
1/2" Pellet 58862
1/2" Pellet, Irradiated 1812067
*Other Forms Available On Request
INGREDIENTS (%)

Sucrose 61.0580
Casein - Vitamin Tested 16.6837
Maltodextrin 12.4396
AIN-76 Mineral Mix 2.9270
Hydrogenated Coconut Oil 2.9270
Soybean Oil 1.8294
Sodium Bicarbonate 0.7683
AIN-76A Vitamin Mix 0.7317
Potassium Citrate, Tribasic 0.2927
Monohydrate

DL-Methionine 0.1463
Choline Bitartrate 0.1463
FD&C Blue 1-5516 Lake 0.0500

FEEDING DIRECTIONS

Feed ad libitum. Plenty of fresh, clean water
should be available at all times.

CAUTION:

Perishable - store properly upon receipt.

For laboratory animal use only; NOT for human
consumption.

NUTRITIONAL PROFILE

Protein, % 14.8
Arginine, % 0.58
Histidine, % 0.43
Isoleucine, % 0.80
Leucine, % 1.44
Lysine, % 1.21
Methionine, % 0.58
Cystine, % 0.06
Phenylalanine, % 0.80
Tyrosine, % 0.84
Threonine, % 0.64
Tryptophan, % 0.18
Valine, % 0.95
Alanine, % 0.46
Aspartic Acid, % 1.07
Glutamic Acid, % 341
Glycine, % 0.32
Proline, % 1.97
Serine, % 0.92
Taurine, % 0.00

Fat, % 4.8
Cholesterol, ppm 0
Linoleic Acid, % 0.93
Linolenic Acid, % 0.14
Arachidonic Acid, % 0.00
Omega-3 Fatty Acids, % 0.14
Total Saturated Fatty A 3.01
Total Monounsaturated
Fatty Acids, % 0.39
Polyunsaturated Fatty Acids, % 1.08

Fiber (max), % 0.0

Carbohydrates;%—— 739

2

Energy (kcal/g) 3.98
From: kcal %
Protein 0.593 149
Fat (ether extract) 0.428 10.8
Carbohydrates 2.955 74.3

Minerals

Calcium, % 0.45
Phosphorus, % 0.47
Potassium, % 0.41
Magnesium, % 0.04
Sodium, % 0.31
Chloride, % 0.20
Fluorine, ppm 0.0
Iron, ppm 31
Zinc, ppm 30
Manganese, ppm 49
Copper, ppm 5.0
Cobalt, ppm 0.0
lodine, ppm 0.17
Chromium, ppm 1.7
Molybdenum, ppm 0.00
Selenium, ppm 0.14
Vitamins

Vitamin A, 1U/g 29
Vitamin D-3 (added), IU/g 0.7
Vitamin E, IU/kg 38.1
Vitamin K, ppm 0.37
Thiamin Hydrochloride, ppm 4.4
Riboflavin, ppm 5.0
Niacin, ppm 22
Pantothenic Acid, ppm 12
Folic Acid, ppm 1.6
Pyridoxine, ppm 4.2
Biotin, ppm 0.2
Vitamin B-12, mcg/kg 10
Choline Chloride, ppm 732
Ascorbic Acid, ppm 0.0

1. Formulation based on calculated values
from the latest ingredient analysis
information. Since nutrient composition of
natural ingredients varies and some
nutrient loss will occur due to
manufacturing processes, analysis will
differ accordingly. Nutrients expressed as
percent of ration on an As-Fed basis
except where otherwise indicated.

2. Energy (kcal/gm) - Sum of decimal
fractions of protein, fat and carbohydrate x
4,9,4 kcal/gm respectively.

JestDiet
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Tabla 3: Contenido nutricional de la dieta control (ND)
AIN-76A w/ 11% Fat Energy/Corn Starch/Yellow

58RO

DESCRIPTION NUTRITIONAL PROFILE 1
AIN-76A Semi-Purified Diet 5800-B Surwit Diet with Protein, % 15.4 Minerals
L1 Fat Energy, LOrn Starcn and uyed Y eliow. L :
Originally manguyfactured as “D12328¥. Arginine, % 0.58 Calcium, % 0.44
Histidine, % 0.43 Phosphorus, % 0.47
Isoleucine, % 0.80 Potassium, % 0.41
Leucine, % 1.44 Magnesium, % 0.04
Lysine, % 121 Sodium, % 0.33
Storage conditions are particularly critical to Methionine, % 0.58 Chloride, % 0.20
TestDiet® products, due to the absence of Cystine, % 0.06 Fluorine, ppm 0.0
antioxidants or preservative agents. To provide f
maximum prote%tion against pgossible chgnges Phenylalanine, % 0.80 Iron, ppm 33
during storage, store in a dry, cool location. Tyrosine, % 0.84 Zinc, ppm 30
Storage under refrigeration (2° C) is Threonine, % 0.64 Manganese, ppm 49
recommenaea. IViaximuimn sneir 1ire IS siX montns. T toph % 0.18 C 5.0
(If long term studies are involved, storing the diet ryptophan, % . opper, ppm -
at -20° C or colder may prolong shelf life.) Be Valine, % 0.95 Cobalt, ppm 0.0
certain to keep in air tight containers. Alanine. % 0.46 lodine, ppm 0.17
Aspartic Acid, % 1.07 Chromium, ppm 1.7
Product Forms Available*  Catalog # Glutamic Acid, % 3.41 Molybdenum, ppm 0.00
1/2" Pellet 58861 Glycine, % 0.32  Selenium, ppm 0.14
1/2" Pellet, Irradiated 1811888 Proline. % 1.97
Powder 1811117 Serine, % 0.92 Y|tam|ns
Taurine, % 0.00 Vitamin A, 1U/g 2.9
*Other Forms Available On Request Vitamin D-3 (added), IU/g 0.7
INGREDIENTS (%) Fat, % 4.9  vitamin E, IUkg 38.1
Corn Starch 61.0580 Cholesterol, ppm 0 Vitamin K, ppm 0.37
Casein - Vitamin Tested 16.6837 Linoleic Acid. % 093 o )
Maltodextrin 12.4396 ' : ; - . Thiamin Hydrochloride, ppm 4.4
AIN-76 Mineral Mix 2.9270 Linolgrigcid, %4 014 Riboflavin, ppm 5.0
Hydrogenated Coconut Oil 2.9270 Arachidonic Acid, % 0.00  Niacin, ppm 22
Soybean Oil 1.8294 Omega-3 Fatty Acids, % 0.14  pantothenic Acid, ppm 12
Sodium Bicarbonate 0.7683 Total Saturated Fatty A 301 Folic Acid, ppm 16
A|N-7GA Vite\lmin MiX' ) 0.7317 Total quounsa[ura{ed Pyridoxine, ppm 4.2
Potassium Citrate, Tribasic 0.2927 Fatty Acids, % 0.39 -
Monohydrate Polyunsaturated Fatty Acids, % Log  ooumpem 02
olyunsaturated Fatty Acids, . N
DL-Methionine 0.1463 v ty ’ Vitamin B-12, meg/kg 10
Choline Bitartrate 0.1463 Fiber (max), % 01 Choline Chloride, ppm 732
FD&C Yellow 5 Lake 0.0500 Ascorbic Acid, ppm 0.0
Carbohydrates, % 39 1. Formulation based on calculated values
2 from the latest ingredient analysis
Energy (kcal/g) 4.01  information. Since nutrient composition of
From: keal % natural ingredients varies and some
. nutrient loss will occur due to
Protein 0.617 154 manufacturing processes, analysis will
Fat (ether extract) 0.439 10.9 differ accordingly. Nutrients expressed as
Carbohydrates 2.955 73.7 percent of ration on an As—Eed basis
except where otherwise indicated.
2. Energy (kcal/gm) - Sum of decimal
fractions of protein, fat and carbohydrate x
4,9,4 kcal/lgm respectively.
FEEDING DIRECTIONS
Feed ad libitum. Plenty of fresh, clean water
should be available at all times. gD-
CAUTION: 150 30012000 1CS iet
. - CERTY 1
Perishable - store properly upon receipt.
For laboratory animal use only; NOT for human

consumption.
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Tabla 4. Detalle del nUmero de células BrdU positivas tras ND y HSD

ND HSD
Eminencia Media (N° células BrdU+) 60,57 £ 6,31 58,65 = 7,30
Parénquima (N° células BrdU+) 34,26 + 6,09 42,46 + 7,97
Tanicitos (N° células BrdU+/30 um) 6,27 £1,12 5,79 £ 0,52
Tanicitos a1/2 (N° células BrdU+/30 pm) 4,78 +1,02 3,35+0,46
Tanicitos B2 (N° células BrdU+/30 um) 1,45+0,21 2,598 + 0,37

Los valores se muestran como promedio * error estandar

Tabla 5. Detalle del numero de células BrdU positivas tras FGF2 y/o Gap27

Control FGF2 Gap27 FGF2/Gap27

Parénquima dorsal  4,71x10° + 5,31x10° + 5,54x10° + 5,73x10° +
/volumen 1,13x10° 1,18x10° 1,72x10° 4,84x10°
Parénquima ventral 4,53x10° + 4,00x10° + 4,83x10° + 5,74x10° +
/volumen 4,55x106 2,83x106 4,86x106 1,75x10°
Eminencia Media 6,64x10° + 5,46x10° + 5,29x10° + 3,22x10° £
/volumen 9,14x10% 7,42x10 6,65x106 8,52x10°
al-Tanicitos y 69,73+3,02 127, 3+314 79,09+3151 1314319

epéndimo/30um

a2-Tanicitos/30um 8,72 £ 5,56 31,69+8,48 11,8+3,38 48,55 + 27,83

B2-Tanicitos/30um 9,69 %225 22,96 £4,39 14,93+0,81 7,022 £ 0,15
Los valores se muestran como promedio + error estandar
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