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1. RESUMEN

La hormona vasopresina (AVP) es un nonapéptido que posee varias funciones
biolégicas como por ejemplo, inhibicién de la diuresis, estimulacion de la glicogendlisis y
contraccion de la musculatura lisa vascular. Estos efectos son ejercidos a través de la
activacion de receptores acoplados a proteina G. Tres subtipos de receptores de
vasopresina han sido descritos segun sus caracteristicas funcionales y farmacoldgicas:
Vla, V1b y V2. En rifidbn de rata se expresan dos productos alternativos del gen del
receptor V2 de vasopresina. Una de estas variantes (V2b), posee una secuencia
distinta a partir del dominio 7 de transmembrana respecto del receptor V2 candnico
(V2a). Mediante RT-PCR se detectdé el mRNA correspondiente a las isoformas V2a y
V2b, y el transcrito primario del receptor V2 en corteza cerebral frontal, tronco cerebral y
cerebelo de rata. La proporcion aparente a través del tiempo de estas especies en los
tejidos examinados difiere de la observada en forma cotidiana en tejido renal, en el cual
es constante. A nivel cerebelar el mMRNA del receptor V2 de vasopresina fue encontrado
en células de Purkinje, y sufri6 cambios dinamicos a través del tiempo. Un suero
especifico contra el extremo C-terminal del receptor V2b nos permitié detectar el
receptor V2b en células de Purkinje de cerebelo. Mediante inmunotincién detectamos,
en esta misma ubicacién citologica, las dos isoformas del receptor V2 de vasopresina.
Se observo un cambio dinamico a través del tiempo. Ademas al comparar los mismos
estadios, la inmunodeteccion resultdé mas intensa para V2 (V2a+V2b) que para V2b, lo

que concuerda con la expresion de las dos isoformas en las células de Purkinje.



SUMMARY
Arginine-vasopressin (AVP) is a cyclic nonapeptide with different biological functions,
namely, gluconeogenesis, vasoconstriction, and renal water reabsorption. AVP exerts
its actions through binding to specific G protein-coupled receptors. Three distinct
vasopressin receptor subtypes have been described on the basis of their functional and
pharmacological properties: V1a, V1b and V2. Two alternative splicing products of the
V2 vasopressin receptor gen are expressed in rat kidney. The shorter one (V2b) differs
from the V2 vasopressin receptor canonical sequence (V2a) in the 7th transmembrane
domain. Using RT-PCR, we detected V2a, V2b and V2-immature mRNA in rat brain
frontal cortex, brain stem and cerebellum. The mRNAs transcription levels varied in an
age-dependent manner in these tissues. These results differ from the obtained in rat
kidney, where the studied mRNAs transcription levels remained constant. In rat
cerebellum, V2 mRNA was found in Purkinje cells, and its expression changed
dynamically through the developmental process. A specific serum against the C-tail of
V2b receptor allowed detect this protein in cerebellum Purkinje cells. Also, the isoforms
of vasopressin V2 receptor were detected in these cells using inmunohistochemistry.
The protein expression pattern resulted age-dependent. In addition, when compared the
same stadiums, the immunodetection turned out to be more intense for V2 (V2a+V2b)

that for V2b, which agrees with the expression of the two isoforms in Purkinje cells.



2. INTRODUCCION

La hormona neurohipofiseal vasopresina es sintetizada principalmente por
neuronas magnocelulares de los nucleos supraodptico y paraventricular del hipotalamo,
donde se almacena en granulos unida a polipéptidos de aproximadamente 95
aminoacidos, conocidos como neurofisinas. La liberacion de vasopresina se produce
por exocitosis calcio-dependiente, y es estimulada por un incremento en la presion
osmotica efectiva del plasma (Gonzalez y colaboradores, 1997).

Vasopresina es un péptido que consta de nueve aminoacidos. Un puente disulfuro
entre los residuos de cisteina 1 y 6 da como resultado la formacion de un péptido con
una porcion ciclica de seis aminoacidos y un extremo carboxilo terminal de tres
aminoacidos. En el ser humano y la mayoria de los mamiferos placentarios, la hormona
presenta arginina en la posicién 8 de la cadena, [Arg®]-VP, por lo que se denomina
arginina-vasopresina, AVP (Ferguson y Seller, 1965). Los receptores de vasopresina
periféricos han sido clasificados sobre la base del sistema de segundos mensajeros que
se acopla al receptor y a la afinidad por una serie de analogos cuya selectividad es
mayor por un tipo de receptor que por otro (Jard y colaboradores, 1986).

Segun este criterio, se han definido las siguientes isoformas del receptor de
vasopresina: V1 o Vla, expresada en células de higado, musculo liso vascular,
plaquetas, cerebro y en casi todos los tejidos periféricos que expresan receptores de
vasopresina; V3 o V1b, que se expresa en adenohipdfisis; y V2, que lo hace en rifién y
vesicula seminal (Jard y colaboradores, 1988).

La activacion de las isoformas del receptor de vasopresina Vl1a y V1b resulta en la

hidrolisis de fosfatidilinositol y la movilizacion de calcio intracelular. Vasopresina, por



accion mediada por el receptor Vl1a, produce la contraccion de los vasos sanguineos y
estimula la glicogenolisis y regeneracion hepatica. La union de la hormona a la isoforma
V1b de su receptor, en cambio induce la secrecion de la hormona adrenocorticotropina
desde la pituitaria anterior (Antoni, 1984; Jard y colaboradores, 1986).

La activacion de los receptores V2 de vasopresina es asociada con un incremento
en la concentracion intracelular de AMPc (Thibonnier, 1988). Esta isoforma del receptor
se encuentra en células renales y media los efectos antidiuréticos de vasopresina
(Klussmann, 2000).

La clonacion molecular de las distintas isoformas del receptor de vasopresina ha
confirmado que estos receptores pertenecen a la superfamilia de receptores acoplados
a proteina G (GPCRs), consistente en proteinas de siete dominios alfa-helicoidales de
transmembrana (TM) unidos por tres “loops” intracelulares y tres “loops” extracelulares,
con un extremo amino-terminal extracelular y una cola carboxi-terminal citoplasmatica
(Barberis, 1998).

Los receptores de vasopresina presentan también las caracteristicas estructurales
de la mayoria de los GPCRs: glicosilacion de los residuos Asn presentes en los
dominios extracelulares, un puente disulfuro entre dos Cys altamente conservadas en
los “loops” segundo y tercero extracelulares, y dos Cys relativamente conservadas y
putativamente palmitoiladas en el extremo carboxi-terminal (Barberis, 1998).

La funcidon endocrina mas estudiada y relevante de AVP es el incremento de la
concentracion intracelular de AMPc en las células principales del nefron distal por
activacion de la isoforma V2 del receptor. El aumento de la concentracion de AMPc

promueve la insercion de canales de agua aquaporina 2 en la superficie luminal de los



tubulos colectores y, como consecuencia, un incremento de la reabsorcion de agua.
AVP regula la homeostasis del agua via un efecto dual: la regulacion del transporte de
aquaporina 2 hacia la superficie celular y la estimulacion de la sintesis del mMRNA
codificante para la proteina aquaporina 2 (Birnbaumer, 2000).

En una primera instancia, la habilidad de vasopresina para reducir la respuesta de
los receptores Vl1a y V2, proceso conocido como desensibilizacion, fue descrita en
células de higado y rifion, respectivamente. El receptor Vla fue propenso a
desensibilizacion homologa y heterdloga, a diferencia del receptor V2, que fue propenso
a desensibilizacion homéloga solamente. La desensibilizacion homadloga de receptores
Vlay V2 se produce debido a la internalizacion de los receptores desde la superficie
celular, los cuales posteriormente son fosforilados por kinasas especificas de GPCRs.
Los grupos fosfatos permanecen asociados por 3 horas después de la remocion de
AVP de las inmediaciones de la célula (Birnbaumer, 2000).

Existen mutaciones que reducen la expresion o el acoplamiento del receptor V2,
gue son responsables del 95% de los casos de diabetes insipida nefrogénica (NDI), una
enfermedad caracterizada por poliuria, que puede causar deshidratacion severa y
muerte; en ausencia de la via de sefalizacion de AVP el rifion no puede concentrar la
orina y regular la homeostasis del agua. Aunque la NDI es una enfermedad rara, mas
de 130 mutaciones diferentes que causan la pérdida de funcién del receptor han sido
identificadas después del clonamiento del gen del receptor. Una fraccion de las
mutaciones produce receptores truncados por un corrimiento en el marco de lectura que
da como resultado la formacion de un codon de detencion. Sin embargo, la mayoria de

las mutaciones son de tipo puntual, lo que provoca cambios en el plegamiento de la



proteina, causando la retencidn de ésta en el interior de la célula y reduciendo la
abundancia del receptor en la superficie celular. Unas pocas mutaciones no cambian la
abundancia del receptor en la superficie, pero reducen la afinidad de union al ligando o
la eficiencia de acoplamiento a la proteina Gs. Todas estas mutaciones sin sentido han
sido descritas en individuos afectados con un fenotipo completo o parcial de NDI
recesiva ligada al cromosoma X (Birnbaumer, 2000).

En rifidn, dos variantes del mRNA de la isoforma V2 del receptor de vasopresina
han sido identificadas y serian producto de un gen simple, por empalme alternativo
usando un sitio donador y dos sitios aceptores. Una de estas variantes, denominada
variante larga, codifica para el receptor funcional, el cual mediante acoplamiento a la
proteina Gs produce la activacion de la enzima adenilato ciclasa en la membrana
plasmatica. La variante corta carece de la secuencia nucleotidica que codifica para el
séptimo dominio de transmembrana, producto de un corrimiento en el marco de lectura
en su region 3’ codificante. La proteina traducida es incapaz de activar la enzima
adenilato ciclasa en células transfectadas. En todos los segmentos del nefron, la
cantidad de transcrito de la variante corta corresponde a un 15% de la cantidad de
transcrito de la variante larga. Sélo se observa un alto nivel de transcripcion del mRNA
de la variante corta del receptor V2 en los tubulos colectores (Firsov y colaboradores,
1994). En nuestro laboratorio también se clond y secuencio las isoformas larga y corta
del receptor V2 de vasopresina desde rifion de rata, pero fueron llamadas V2a y V2b
respectivamente, y ademas ambas isoformas de receptor V2 fueron localizadas en el
mismo tipo celular, con una alta expresion en células principales del tubulo colector

(Urra, 2003) .



Se ha demostrado que el mRNA del receptor V2b es traducido a proteina, pero
ésta es retenida en el interior de la célula. Ademas, la proteina V2b forma
heterodimeros con el receptor V2a (tipo salvaje), actuando como un dominante negativo
por secuestro de la isoforma V2a en el interior de la célula (Sarmiento y colaboradores,
2004).

Ademas de los efectos de vasopresina a nivel renal, se ha documentado efectos
centrales como el aumento de ciertas formas de aprendizaje y la consolidacion de la
memoria tras la administracion sistémica e intracerebroventricular de la hormona (de
Wied, 1965). Vasopresina facilita la memoria en numerosas tareas del apetito y de
aversion y afecta la accion de varios agentes amnésicos revirtiendo o anulando sus
efectos (van Wimersma Greidanus y colaboradores, 1981). Por otra parte, AVP
administrada subcutaneamente potencia las crisis inducidas por la inyeccion
intracerebroventricular del agonista colinérgico muscarinico pilocarpina (Croiset y
colaboradores, 1997). Por ultimo, se ha comprobado que vasopresina juega un rol
dentro del comportamiento social en mamiferos monégamos, tales como los ratones
campestres (Microtus ochrogaster). En estos animales, la administracién de la hormona
favorece la aparicion de un comportamiento agresivo en machos sexualmente ingenuos
(Stribley y colaboradores, 1999).

AVP también tiene efecto sobre la regulacion del volumen celular en astrocitos en
cultivo, los cuales son importantes reguladores del agua cerebral, y componen
aproximadamente el 20% del espacio intracelular cerebral. Las células al ser expuestas
a un medio hipotonico se hinchan, pero rapidamente retornan a su volumen normal por

un proceso de decrecimiento regulado del volumen. El tratamiento con AVP de



astrocitos en cultivo incrementa el volumen celular durante este proceso (Sarfarz y
colaboradores, 1999).

Se ha caracterizado los sitios de unién de *H-AVP en preparaciones particuladas
de cerebro de rata (Pearlmutter y colaboradores, 1983). La distribucion de la
inmunorreactividad de vasopresina en el cerebro de rata ha sido rastreada
histoquimicamente desde los nucleos supraquiasmaticos, a través de proyecciones
extensas hacia areas centrales blanco en varios niveles del sistema nervioso central,
distintas de las proyecciones usuales hacia la neurohipodfisis (Sofroniew vy
colaboradores, 1981). Estas areas incluyen proyecciones desde neuronas
parvocelulares y magnocelulares. Las fibras y terminales vasopresinérgicas han sido
localizadas en muchas areas del cerebro involucradas en procesos de memoria tales
como: hipocampo, septum, amigdala y tdlamo (Thompson, 1978).

Existe evidencia de que los efectos sobre la memoria y el comportamiento
producidos por vasopresina a nivel de varias estructuras centrales relacionadas con
dichas funciones son mediados por el receptor V1, pero también por los receptores de
oxitocina (de Wied y colaboradores, 1991; Paban y colaboradores, 1998). La
participacion central de los receptores V2 de vasopresina también ha sido sugerida (de
Wied y colaboradores, 1991; Popik y colaboradores, 1992; Croiset y de Wied, 1997).

Hay evidencia previa de la existencia de receptores V2 de vasopresina en el
sistema nervioso central (Hirasawa y colaboradores, 1994; Kato y colaboradores, 1995).

Ademas, se ha visto que la expresion del mRNA del receptor V2 de vasopresina
en el hipocampo cambia dindmicamente durante los procesos de desarrollo (Kato,

1995).



La accién protectora de un antagonista del receptor V2 de vasopresina contra los
ataques inducidos por pilocarpina, sugiere la existencia de este receptor en el cerebro.
Sin embargo, ni la inyeccidon subcutanea ni la intracerebroventricular del agonista
selectivo del receptor de rifion V2, dDAVP, potencid las crisis inducidas por el agonista
colinérgico muscarinico pilocarpina, por lo que podria tratarse de una nueva isoforma
(Croiset y colaboradores, 1997). Estos antecedentes nos llevan a plantear como
hipotesis que los receptores V2a y V2b se encuentran presentes en el sistema nervioso
central. Por lo tanto el objetivo principal de la siguiente tesis fue estudiar la expresion de
estas isoformas del receptor de vasopresina en el sistema nervioso central, para lo cual

se cumplieron los siguientes objetivos especificos:

1. Amplificacion mediante RT-PCR de la isoforma V2a y V2b del receptor de
vasopresina, a partir de RNA total de Cerebelo, Tronco Cerebral y Corteza Cerebral

de rata en distintos estados de desarrollo.

2. Deteccion con sondas biotiniladas del mensajero del receptor V2, mediante

Hibridacion In situ en cortes de cerebelo de rata en distintos estados de desarrollo.

3. Deteccion de las isoformas V2a y V2b del receptor de vasopresina mediante
inmunohistoquimica, en cortes de cerebelo de rata en distintos estados de

desarrollo.



10

3. MATERIALES Y METODOS

3.1 MATERIALES

3.1.1 Reactivos

Los reactivos utilizados fueron comprados a los siguientes proveedores:

Dako Cytomation: Fragmento F. anti-biotina (M0743), Kit LSAB (K0690), sistema

cromogeno DAB (K3968), sistema cromdgeno NBT-BCIP (K0598)

Sigma Chemicals Co. : Agar, albumina sérica bovina (BSA), azida de sodio, persulfato

de amonio, bromuro de etidio, RNAsa A, tampones de calibracion (pH 4,7 y 10).

Bio-Rad: Tween-20, N,N,N’-tetrametiletiiendiamina (TEMED), streptoavidina, biotina,

membrana de nitrocelulosa.

Merck, Darmastadt, Alemania: Etanol absoluto, glicerol, peroxido de hidrégeno, SDS,

Tris, acido acético glacial.

Invitrogen: Acrilamida, agarosa ultrapura, agarosa de bajo punto de fusién (LMP),
ampicilina, bisacrilamida, células DH5a, cianol de xileno, desoxinucleotidos (dATP,
dCTP, dGTP, dTTP), DNAsa | grado de amplificacion (1 U/ul), ditiotreitol (DTT), enzima

Eco RI (10 U/ul), enzima Superscript II RT (200 U/ul), extracto de levadura, glicina,
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marcador de tamafio molecular 1 kb, marcador de tamafio molecular 100 pb, oligo dT;s

(500 pg/ul), Tag DNA polimerasa (5 U/ul), triptona, trizol.

Equilab: Metanol, xilol.

Promega: Sistema de purificacion de midipreparaciones “Wizard plus”.

3.1.2 Animales de experimentacion

Los animales utilizados para los experimentos fueron Ratus norvergicus de
distintas edades (1, 5, 15, 30, y 60 dias). Las ratas recibieron liquido y alimentacién ad
libitum, y estuvieron sometidas a un ciclo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad.

Las ratas fueron sacrificadas por decapitacion.

3.1.3 Equipos

Agitador magnético Cole-Parmer (mod. 4658 Estiren/hot plate), agitador
termorregulado Lab-Line (Environ Shaker), balanza electronica Schimadzu (321-33557),
balanza analitica Santorius (LA250S), centrifuga 5415D (Eppendorf), espectrofotometro
Schimadzu (UV-150-02), estufa de cultivo Memmert, fuente de poder Bio-Rad (power-
PAC200), lampara UV Camag (type TL900/U), microscopio Optico Zeiss (con camara
fotografica MC80), medidor de pH WTW (pH 521), termociclador M.J. Reserch
(MiniCycler™), transiluminador UV Viber-Lourmat, ultracentrifuga Beckman Optima LE-

80K.
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3.2 METODOS

3.2.1 Amplificacién mediante RT-PCR

3.2.1.1 Disefio de partidores gen especificos

Los partidores gen especificos, para los ensayos de RT-PCR, fueron disefiados a
partir de la secuencia del gen del receptor V2 de vasopresina de la especie Ratus
norvergicus. Se sintetizaron dos pares de partidores. El primer par amplificO un
fragmento de 1222 pb para la isoforma V2a y un fragmento de 1146 pb para la isoforma

V2b del receptor V2 de vasopresina, y los partidores fueron:

Sentido (V2FN) 5" GGAATTCGGTGTGTTAGGTCATCATCAA 3

Antisentido (V2RNy) 5' GCTCTAGACAGTTGAGCTACAGAGGGTTT 3

El segundo par de partidores amplificé un fragmento de 292 pb para la isoforma
V2a y un fragmento de 222 pb para la isoforma V2b del receptor V2 de vasopresina, y

los partidores fueron:

Sentido (V2-919) S5'CGTGGGATCCGGAAGCTCCTCTGGS3!

Antisentido (V2-1181) 5 TCAGGGCCAACCCTAGATAGTCAG 3’
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Un tercer par de partidores, disefiado a partir de la secuencia del gen constitutivo
GAPDH de la especie Ratus norvergicus, amplificé un fragmento de aproximadamente

300 pb y los partidores fueron:

Sentido 5'CGTGGGATCCGGAAGCTCCTCTGGS!

Antisentido 5' TCAGGGCCAACCCTAGATAGTCAG 3

3.2.1.2 Aislamiento de RNA total de rifion, cerebelo, tronco cerebral y corteza

frontal cerebral

Se homogeniz6 100 mg o mas de tejido en un homogenizador Ultraturrax
afladiendo 1 ml de reactivo trizol. Se incub6 por 5 min a temperatura ambiente, y se
agrego 0.2 ml de cloroformo. Esta mezcla se agitd vigorosamente por 15 seg, tras lo
cual se mantuvo en reposo sobre el meson por 2 a 3 min. A continuacion se centrifugo
por 15 min a no mas de 12000 x g a una temperatura de 2 a 8 °C. Se observo la
formacion de tres fases. La fase superior acuosa fue traspasada a otro tubo y el RNA
fue precipitado agregando 0,5 ml de isopropanol, incubando por 10 min a temperatura
ambiente. Se centrifugé a una velocidad de no mas de 12000 x g a temperatura
ambiente por 10 min. Se lavo dos veces el precipitado resuspendiendolo en 1 ml de
etanol al 75% preparado con agua tratada con dietilpirocarbonato (DEPC), y entonces
centrifugandolo a 7500 x g por 5 min a una temperatura de 2 & 8 °C cada vez. Luego el
precipitado se sec6 5 a 10 min al vacio, sin dejar que se secara completamente.

Posteriormente se resuspendio en 100 pl de agua tratada con DEPC, incubando 10 min
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entre 55 y 60 °C. Para cuantificar el RNA purificado se midié la absorbancia de la
muestra a una longitud de onda de 260 nm (1 unidad de absorbancia a 260 nm
corresponde a 40 ug/ml de RNA). Este protocolo es recomendado por Invitrogen para

aislamiento de RNA con el reactivo TRIzol.

3.2.1.3 Electorforesis en geles de agarosa conteniendo formaldehido

Para la identificacion y separacion de fragmentos de RNA, se prepararon geles de
agarosa al 0.8% en tampon MOPS 5X (MOPS 0.2 M pH 7.0, acetato de sodio 50 mM,
EDTA 5 mM pH 8.0) conteniendo formaldehido 2.2 M. Se utilizaron 20 pug de RNA en
tampén MOPS 5X conteniendo formaldehido y formamida con 0.5 pg/ml de bromuro de
etidio. La muestra se incubd a 55°C por 15 min. Se utiliz6 tampon de carga (glicerol
50%, EDTA 1mM, azul de bromofenol 0.4% y cianol de xileno 0.4%) en relacion 1:10
con respecto al volumen de la muestra. Posteriormente se identificd la integridad del
RNA observando el gel por exposicion a luz UV en un transiluminador (Sambrook,

1989).

3.2.1.4 Tratamiento con DNAsa |

Se tomaron 25 pug de mRNA total y se incubaron con 2 U de DNAsa | grado de

amplificacion en un volumen final de 50 ul, con una concentracién final 1x de tampodn

DNAsa I. El tiempo de incubacion fue de 90 min a una temperatura de 25 °C, tras lo
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cual se procedio a la inactivacion de la enzima mediante la adicién de 5 pl de EDTA 2,5

mM, incubando a 70 °C por 10 min.

3.2.1.5 Sintesis de cDNA a partir de mRNA total

Se tomaron 5 ug de RNA total tratado con DNAsa | y fueron incubados por 10 min
a 70 °C con 500 ng de oligo dT en un volumen final de 12 ul. A continuacion se
completdé un volumen de 20 pl afadiendo tampon de la primera hebra, DTT
(concentracion final 10 mM), dNTPs (concentracién final 0,5 mM), y 200 U de
Superscript Il RNAsa H transcriptasa reversa. La reaccion se incub6 a 52 °C por 50 min.

La enzima se inactivé a 70 °C por 10 min, y la solucién fue enfriada en hielo.

3.2.1.6 Amplificacién del cDNA mediante PCR

El cDNA se amplifico por PCR, utilizando 5 pl de producto de la reaccion de
trascripcion reversa como templado, 1,5 U de tag DNA polimerasa, y los volumenes
adecuados de los siguientes reactivos para obtener una concentracion final de 1,5 mM
MgCl,; 0,2 mM de dATP, dCTP, dGTP, y dTTP; 1x de tampén PCR; 0,1 uM de partidor
sentido y 0,1 yM de partidor antisentido. Se completd hasta un volumen de 50 ul con
agua desionizada. Se cubrié la mezcla con vaselina liquida estéril. Antes de agregar la
enzima se calento la mezcla a 96 °C por 1 min con el propésito de denaturar el cDNA.
Para el programa utilizado en la reaccion en cadena de la polimerasa se consideraron

30 ciclos, cada uno de ellos con una temperatura de denaturacion de 96 °C por 1 min,
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de apareamiento 62 °C por 2 min, y de extension 72 °C por 2 min. Una vez completados
los 30 ciclos, se procedié a una extension final a una temperatura de 70 °C por 10 min.
El producto de amplificacion fue separado electroforéticamente en un gel al 1 % o
1,5 % agarosa y 2,8 yg/ml bromuro de etidio en tampén TAE 1x, utilizando como
tampdn de muestra una solucién 6x compuesta por cianol de xileno al 0,25 % y glicerol
al 30 % en agua destilada. Se visualizaron los productos de amplificacion mediante la
exposicion del gel en un transiluminador de luz ultravioleta y la imagen fue capturada

con una camara digital.

3.2.2 Clonamiento del cDNA del receptor V2 de vasopresina

3.2.2.1 Purificacién del fragmento amplificado

El volumen total de amplificacion de cDNA se cargo en un gel 1,5% agarosa de

bajo punto de fusion. Se corto la porcion del gel en la que se encontro el producto de

amplificacion esperado, y se purifico el fragmento de DNA a través del sistema QIAEX

3.2.2.2 Reaccion de ligacion en el vector pGEM-T

Se tomaron 3 ul de DNA purificado y fueron ligados a 50 ng del vector de

clonamiento pGEM-T en un volumen final de 10 pl, conteniendo 1x de tampdn T4 ligasa
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y 3 U de T4 ligasa. La reaccion fue incubada a 4 °C toda la noche. Protocolo

recomendado por Promega para el sistema pGEM-T.

3.2.2.3 Transformacién y siembra de células competentes

Se tomaron 2 ul del producto de ligacién y se incubaron con 25 ul de células
competentes DH5a por 30 min en hielo. Un “shock” térmico de 37 °C por 20 seg fue
proporcionado a la mezcla, que a continuacion fue nuevamente sumergida en hielo por
2 min. Se agitd la mezcla a 225 x g por una hora a 37 °C. Posteriormente se sembro en
placas de agar LB con 50 pg/ml de ampicilina, que fueron incubadas toda la noche a 37
°C. Protocolo recomendado por Lifetechnology para transformacion y clonamiento en

células E. Coli DH5q.

3.2.2.4 Preparacion de DNA plasmidial en pequefia escala (minipreparaciones)

A lo menos 10 colonias de una placa se subcultivaron en medio liquido estéril LB
conteniendo 100 pg/ml de ampicilina. Una colonia aislada se deposito en el tubo con el
medio adecuadamente preparado para ser agitado a 225 x g toda la noche a 37 °C.

Para extraer el DNA plasmidial, se tom6 1,5 ml del cultivo incubado toda la noche
y se centrifugd a 13000 x g. El sedimento de células bacterianas se resuspendio en 300
gl de solucion TENS (100 mM NaOH, 0,5% SDS, 1x TE pH 7,5). A esta mezcla se
agrego 150 pl de acido acético 3M, pH 5,2, y se procedid a vortexear y centrifugar a

13000 x g. ElI DNA plasmidial se precipité desde el sobrenadante con 900 ul de etanol
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100 % enfriado en hielo. Se lavé dos veces con etanol 70% y posteriormente se
resuspendio en 50 ul de agua conteniendo RNAsa 20 pg/ml.

El producto de digestion con EcoRI del DNA plasmidial purificado, fue separado
electroforéticamente en un gel al 1,5% agarosa y 2,8 ug/ml bromuro de etidio en
tampon TAE 1x, utilizando como tampon de muestra una solucion 6x compuesta por
cianol de xileno al 0,25% vy glicerol al 30% en agua destilada. Se visualizaron los
productos mediante la exposicion del gel en un transiluminador de luz ultravioleta y la
imagen fue capturada con una camara digital. Se seleccion6 una de las preparaciones,
conteniendo el producto de clonamiento esperado liberado del vector, para realizar una

midipreparacion.

3.2.2.5 Preparacion de DNA plasmidial en mediana escala (midipreparaciones)

Se tomo6 1 ml del cultivo seleccionado y se subcultivé en 200 ml de medio liquido
estéril LB conteniendo 100 pg/ml de ampicilina. Se incub6 en agitacion constante (225 x
g) toda la noche a 37 °C. Para purificar el DNA plasmidial, 100 ml de cultivo se
centrifugd a 10000 x g por 10 min a 4 °C. Se desecho el sobrenadante y se sec6 el
sedimento por inversion sobre un papel absorbente. Se resuspendio el sedimento en 3
ml de soluciéon de resuspension (50 mM Tris-HCI, pH 7,5, 10 mM EDTA, 100 ug/mi
RNAsa A). Se agregdé 3 ml de solucion de lisis celular (0,2 mM NaOH, 1% SDS) y se
mezclo invirtiendo el tubo cuatro veces. Se afiadio 3 ml de solucion de neutralizacion
(1,32 M acetato de potasio, pH 4,8) y se mezclo invirtiendo el tubo cuatro veces. Esta

mezcla se centrifugd a 14000 x g por 15 min a 4 °C. El sobrenadante se transfirio a un
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tubo nuevo y se le agregd 10 ml de resina de purificacion de DNA plasmidial Wizard
previamente resuspendida. Se transfirio esta mezcla a una midicolumna. A continuacion
se aplicé vacio, y cuando la muestra hubo pasado a través de la columna se procedi6 a
lavar con solucion de lavado (80 mM acetato de potasio, 8,3 mM Tris-HCI, pH 7,5, 40
MM EDTA). El DNA plasmidial unido a la resina se eluy6 desde la columna después de
haber sido incubado por 1 min con 300 ul de agua libre de nucleasa precalentada (65-
70 °C), para esto se centrifugd a 10000 x g por 20 seg. Este protocolo es recomendado

por Promega para el kit de purificacion de midipreparaciones de DNA “Wizard Plus” .

3.2.3 Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS e inmunodeteccion.

3.2.3.1 Purificacion de proteinas de membrana

Para purificar las proteinas de membrana de rifidén, cerebelo, tronco cerebral y
cerebro, se diseccionaron los tejidos correspondientes, cada uno fue triturado en forma
manual utilizando un bisturi estéril y se agrego en forma paulatina tampdn enfriado en
hielo conteniendo 300 mM Manita y 12 mM Hepes-Tris, pH 7,4. Luego se trituro
brevemente en un ultraturrax y a continuacion la mezcla se sometié a 10 movimientos
de vastago en un homogeneizador Potter. Todos los pasos posteriores fueron
realizados a 4 °C. La suspension fue centrifugada a 2500 x g por 15 min. El sedimento
resultante fue desechado y el sobrenadante se centrifugd a una velocidad de 46000 x g
por 45 min. El sobrenadante fue desechado y el sedimento fue resuspendido en

PBS/0.1 mM PMSF.
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3.2.3.2 Electroforesis de proteinas de membrana y transferencia a membrana de

nitrocelulosa.

Para separar las proteinas a través electroforesis segun el método de Laemmli
(1970) de tampon discontinuo con algunas modificaciones. Las membranas fueron
disueltas en tampon de carga SDS, calentadas a 100 °C por 5 min, y separadas por
electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE), el cual estaba constituido por
un gel apilador al 4% acrilamida y un gel separador 8% acrilamida. La separacion se
realizd a 150 V por 2,5 horas a 4 °C. Inmediatamente después las proteinas fueron
transferidas a membranas de nitrocelulosa. La transferencia se realizé segun el método
de Towbin y colaboradores (1979) modificado con un amperaje de 250 mA por 1,5

horas a 4 °C.

3.2.3.3 Inmunodetecciodn

Las membranas de nitrocelulosa fueron bloqueadas con leche descremada al 5%
en tampon TTBS pH 7,5 ( 10mM Tris, 150mM NacCl, 0.1% Tween 20), efectuando un
cambio de medio de bloqueo cada media hora hasta completar tres cambios. Se incubé
entonces con el primer anticuerpo toda la noche. Las membranas fueron lavadas varias
veces con TTBS y posteriormente incubadas por una hora y media con el segundo
anticuerpo. Finalmente fue lavada nuevamente con TTBS. Para visualizar los sitios de
reaccion antigeno anticuerpo, las membranas fueron incubadas con sustrato

quimioluminiscente supersignal west pico, para luego ser expuesta a la pelicula de
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rayos X. Protocolo recomendado por Pierce para el Sistema Supersignal West Pico

Chemiluminescent Substrate.

3.2.4 Inmunohistoquimica

3.2.4.1. Anticuerpos usados para latécnica inmunohistoquimica:

Un antisuero fue preparado por inmunizacion de conejo con el péptido sintético
V2b (HTAWVLKMNPVPQP), el cual corresponde a una parte del extremo carboxilo
terminal intracelular de la isoforma V2b del receptor de vasopresina que presenta una
secuencia aminoacidica distinta a las demas isoformas del receptor.

El otro antisuero usado fue preparado por inmunizacion de conejo con el péptido
sintético V2 (QRHTTHSLGPQDESCATASSSLMKDTPS), el cual corresponde a una
parte del cuarto “loop” intracelular del receptor V2 de vasopresina, el cual es igual en

ambas isoformas de este receptor (Urra, 2003).

3.2.4.2 Obtencion de los cortes histologicos

Los animales utilizados para los experimentos fueron Ratus norvergicus de
distintas edades (1, 5, 15, 30, y 60 dias). Las ratas tuvieron libre acceso a comida y
agua, y estuvieron sometidas a un ciclo 12 horas luz, 12 horas oscuridad. Las ratas

fueron sacrificadas por decapitacion. Los cerebros de los animales fueron extraidos y
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sumergidos de inmediato en una de estas soluciones de fijacion: bouin o peryodato-
lisina-paraformaldehido (PLP).

Los cerebros fijados en bouin o en PLP fueron incluidos en paraplast. Se hicieron
cortes de 4 um de espesor en un micrétomo rotatorio Jung y se montaron en

portaobjetos cubierto con poli-L-lisina.

3.2.4.3 Desparafinacion de los cortes histoloégicos

Los cortes fueron desparafinados sumergiéndolos en las soluciones siguientes y

en los tiempos que se indican:

Xilol | 15 min

Xilol 11 10 min

3.2.4.4 Hidratacion de los cortes histologicos

Los cortes fueron hidratados sumergiéndolos en las soluciones siguientes y en los

tiempos que se indican:

Alcohol absoluto 10 min
Metanol 10 min
Alcohol 96 % 5 min

Alcohol 70% 5 min
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3.2.45 Inmunodeteccién.

Después de haber desparafinado las muestras, se procedid a bloquear la
peroxidasa endoégena incubando los cortes con 3% peroxido de hidrégeno.

Se incubo con el antisuero primario diluido en una solucién al 1% de albumina de
suero bovino (BSA) en tampon Tris-HCI pH 7,8 (137mM NacCl, 10mM Na;HPO,4, 2mM
KH,PO,), en camara humeda por aproximadamente 18 horas a 20-22 °C.

A continuacion se lavaron los cortes histolégicos con tampon Tris-HCI pH 7,8 (3
lavados por 5 min).

Posteriormente se incub6 con algunas gotas del fragmento F. biotinilado por 30
min, tras lo cual se lavé los cortes histolégicos con tampoén Tris-HCI pH 7,8 (3 lavados
por 5 min).

Tras los lavados, se incub6 el corte con el conjugado streptoavidina-biotina-
peroxidasa por 30 min. Una vez llevada a cabo esta incubacién, se lavaron los cortes
histolégicos con tampdn Tris-HCI pH 7,8 (3 lavados por 5 min).

Se incubd por 10-15 min a temperatura ambiente y en ausencia de luz con la
solucion sustrato-cromégeno donde el sustrato corresponde al peréxido de hidrogeno y
el cromégeno dador de electrones es tetracloruro-3,3-diaminobencidina que al
oxidarse, forma un precipitado coloreado insoluble en el sitio de la reaccion inmune
(Leiva y ordenes, 1998; Catalogo DAKO).

Finalmente se lavo el corte con agua destilada.
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3.2.4.6 Deshidrataciéon de los cortes

Los cortes fueron deshidratados, sumergiéndolos secuencialmente en las

siguientes soluciones y por los tiempos indicados:

Alcohol 70% 5 min
Alcohol 96% 5 min
Alcohol absoluto 5 min
Alcohol absoluto 5min
Xilol | 10 min

Se procedio al montaje de los cortes agregando una gota de Permount al
cubreobjetos y depositando éste sobre el corte. Los cortes fueron observados con el

microscopio oOptico, y la imagen fue capturada a través de una camara adaptada al

microscopio.

3.2.5 Hibridacion in situ

3.2.5.1 Disefio de sonda V2

Los oligonucledtidos usados fueron disefiados a partir de la secuencia del mRNA

del receptor V2 de vasopresina de la especie Ratus norvergicus. El oligonucleotido

antisentido hibrida con la seccion del mMRNA del receptor V2 que se extiende desde la
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base 1004 hasta la 1021, compartida por las dos isoformas de este receptor, por lo

tanto no discrimina entre ellas.

Los oligonucledtidos antisentido y sentido fueron adquiridos biotinilados y fueron:

antisentido 5" CAC AGC AAA GCA GGC TAC GCA ACT 3

sentido 5'AGT TGC GTAGCCTGC TTT GCT GTG &

3.2.5.2 Desparafinacion de los cortes

Cerebelos de rata de distintas edades fueron fijados en bouin e incluidos en
paraplast.
Los cortes fueron desparafinados sumergiéndolos en las soluciones siguientes y

en los tiempos que se indican:

Xilol | 5 min
Xilol 11 5 min
Xilol 1 5 min

3.2.5.3 Hidratacion de los cortes

Los cortes fueron hidratados sumergiéndolos en las soluciones siguientes y en los
tiempos que se indican:
Alcohol absoluto 5 min

Alcohol 96 % 5 min
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Alcohol 96 % 5 min
Alcohol 70% 5 min
Alcohol 50% 5 min

3.2.5.4 Pretratamiento de los cortes

A continuacion se lavaron los cortes histolégicos con tampon con PBS 1x pH 7.4
(137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na,HPO4, 2 mM KH,POQO,), dos veces por 5 min a
37°C.

La permeabilizacion se llevo a cabo incubando los cortes por 20 min a 37 °C con 1
Mo/ul de proteinasa K. Luego se lavé con PBS 1x pH 7,4 a temperatura ambiente (2
lavados por 5 min).

Para bloquear la digestion, se fijaron los cortes con 4% paraformaldehido en PBS
1x pH 7,4 por 5 min a 4 °C. Luego se lavaron con PBS 1x pH 7,4 (2 lavados por 3 min a
4 °C y 2 lavados de 3 min a temperatura ambiente).

Para disminuir la unién inespecifica de la sonda se procedio a la acetilacion de los
grupos amino, incubando con trietanolamina acética (0.25% anhidrido acético en 0.1M
trietanolamina pH8.0) durante 10 min a temperatura ambiente. Luego se lavaron con
PBS 1x pH 7.4 (3 lavados de 3 min a temperatura ambiente).

La preincubacion se realizé incubando los cortes en camara humeda con solucion
de prehibridacion por 30 min a 37°C, esta solucion contenia 50% (v/v) formamida
desionizada; 4x SSC; 0,5x denhardt’s (1% ficoll, 1% PVP, 1% BSA en agua desionizada

estéril); 250 pg/ml de espermio de salmon, 10% dextrano y 10 mM DDT.
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3.2.5.5 Hibridacién de los cortes

Posteriormente, se descarté la solucion de prehibridacion y se agregé 30

picomoles por corte de la sonda antisentido o sentido, diluida en solucion de

prehibridacion fresca. Antes de agregar la sonda, esta se denatur6 a 50 °C por 5 min y

entonces se incubod toda la noche en camara humeda a 42 °C.

3.2.5.6 Lavado de los cortes

Al otro dia se desechd la solucidn de hibridacion y se lavaron los cortes,

sumergiéndolos secuencialmente en las siguientes soluciones y por los tiempos

indicados:
4x SSC a 42°C 15 min
2x SSC a 37°C 15 min
1x SSC a 37°C 15 min
0,3x SSC a 37°C 15 min

3.2.5.7 Deteccién inmunoldgica

Luego se procedid a la deteccién inmunoldogica para lo cual se lavaron los cortes
con soluciéon 1 (150 mM NaCl; 100 mM Tris/HCI pH 7,4) por 10 min a temperatura
ambiente, para después proceder a la incubacion con solucién 2 (1% BSA, 0,3% Tritdn

X-100 en solucion 1) por 30 min a temperatura ambiente. Posteriormente se incubaron



28

los cortes en cdmara humeda por 3 horas a temperatura ambiente con una dilucion
1/40 del fragmento Fab anti-biotina conjugado a fosfatasa alcalina en solucion 2. Se
lavd en solucidn 1 (2 lavados de 10 min) a temperatura ambiente. Luego 3 lavados de
10 min en solucién 3 (100 mM Tris/HCI pH 9,5, 100 mM NaCl, 50 mM MgCl,) a
temperatura ambiente. Entonces se reveld incubando aproximadamente 15 horas en
camara humeda con solucién de cromégeno (NBT-BCIP, 10 mM levamisol). Luego se
detiene la reaccion incubando 5 min con solucion 4 (10 mM Tris/HCI pH 8,0, 1 mM
EDTA). Luego se montaron en moviol y se secaron a 30°C, para finalmente observarlos

al microscopio y capturar la imagen en una camara digital.
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4. RESULTADOS

4.1 Amplificacién mediante RT-PCR

4.1.1 Disefio de partidores gen especificos

En la figura 1, podemos observar la estructura del gen del receptor de vasopresina
V2, que es una proteina de siete dominios transmembrana. Este gen esta compuesto
por tres exones y dos intrones pequefios. El primer exdn es muy corto, el segundo exon
corresponde practicamente al 80 % del receptor, y el tercer exdn codifica para el
séptimo dominio transmembrana del receptor V2 (Seibold y colaboradores, 1992).

Si analizamos la figura 1, observamos que se presentan dos sitios de empalme,
los que posibilitan la obtencion de dos variedades de mMRNA maduro. Una en la que se
produce el empalme en el primer sitio aceptor, comienzo de la caja blanca, que
corresponde al mRNA ya descrito para la isoforma del receptor V2 renal, y que sera
llamado V2a (Fig.2). Otra variedad, en la que se produce el empalme en el segundo
sitio aceptor, hacia el final de la caja blanca, produciria un mMRNA mas corto. Esta
variedad sera llamada V2b (Fig.2).

Al amplificar por RT-PCR a partir de mRNA total, utilizando los partidores V2FN
(sentido) y V2RN, (antisentido), que amplifican el segmento comprendido entre el
primer exon y el tercer exén, esperamos obtener dos productos de amplificacion (Fig.2).
El fragmento correspondiente a la isoforma V2a tendria un tamafio de 1222pb, mientras
que el fragmento correspondiente a la isoforma V2b tendria un tamafio de 1146pb,

acorde con los 76 nucledtidos menos en su mRNA tras el empalme alternativo.
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Exén 1 Exén 2 Exoén 3
V2FN —» V2919 —»

—- 777707 — veg

<4— 21181 ¢ — V2RN2
Intréon 1 Intron 2

Figura 1: Esquema del gen del receptor V2 de vasopresina: La caja llena
corresponde al primer exon, la caja listada en forma oblicua corresponde al segundo
exon. El tercer exén se presenta compuesto por dos cajas, una vacia y otra listada en
forma vertical. El comienzo y el final de la caja blanca corresponden a sitios aceptores

de empalme. Las flechas corresponden a la ubicacion de los partidores gen especifico
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1222 pb m///////////% |‘ V2a
1146 pb W |‘ V2b

"
292 pb Z |‘ Vs

222 pb

| vab

W

Figura 2. Posibles productos de amplificacion por RT-PCR: Tamafio molecular
esperado para los productos de amplificacion por RT-PCR de acuerdo a la
combinacion de partidores gen especifico , los primeros dos fragmentos con los
partidores V2FN (sentido) y V2RN, (antisentido), los dos fragmentos que le siguen en

el esquema corresponden a los partidores V2-919 (sentido) y V2-1181 (antisentido).
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Con los partidores V2-919 (sentido) y V2-1181 (antisentido), disefiados para
amplificar un fragmento mas corto (desde el término del segundo exon hasta el final del
tercer exon) también se obtendria una diferencia entre los productos de amplificacion
para las dos isoformas, V2a tendria un tamafio molecular de 292 pb y V2b uno de 222
pb, de la misma forma que sucede con los partidores anteriores, se debe al suceso de

empalme alternativo (Fig.2).

4.1.2 Obtencion de RNA total de distintos tejidos de rata

Se obtuvo RNA total de rifidn, cerebelo, tronco cerebral y corteza frontal cerebral,
después de esto se verifico la integridad de éste mediante una electroforesis en un gel
1.2% agarosa conteniendo formaldehido. Se obtuvieron dos bandas, una
correspondiente al RNA ribosomal 28S y otra correspondiente al 18S, como se muestra

en la figura 3, lo cual nos dice que el RNA ribosomal esta integro.

4.1.3 Tratamiento con DNAsa |

Se elimino la posibilidad de contaminacién con DNA como se observa en la figura 4. Se
verificd que no hubiera amplificacion del producto de 474 pb, esperado en una muestra
contaminada con DNA, al ser tratada previamente con DNAsa | y sin sintesis de cDNA,
carril 4. En cambio si se realiza la sintesis de cDNA, podemos observar claramente un
producto de amplificacion del tamafio esperado solo si el RNA esta contaminado con

DNA o si existe dentro de las variedades de RNA una forma inmadura del mensajero.
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28S
18S

Figura 3: Electroforesis de RNA total de distintos tejidos de rata: Gel de agarosa
1.2% conteniendo formaldehido. Carril 1: Rifidén, carril 2: Cerebelo, carril 3: Corteza
frontal.
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<4—300ph
<+00pb

100

Figura 4: Control de la eficiencia del tratamiento con DNAsa I. Amplificacion por RT-
PCR de las isoformas de los receptores V2 de vasopresina desde corteza cerebral de
rata de 1 dia postnatal. Electroforesis en gel de agarosa 1% en TAE 1X, tefiido con
bromuro de etidio. Carrill: Amplificacion sin templado, carril2: Marcador de tamafio
molecular 100pb, carril3: Amplificacion con sintesis de cDNA, carril 4: Amplificacién sin
sintesis de cDNA.
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De esto se desprende que el tratamiento con DNAsa es eficiente en la eliminacion

total del DNA gendmico contaminante que pudiera estar presente al extraer el RNA.

4.1.4 Amplificacién mediante RT-PCR de receptores V2 de vasopresina

4.1.4.1 Amplificacién de receptores V2 desde rifién

Se amplifico el receptor V2 de vasopresina a partir de RNA total de médula de
rinon, ya que éste es el tejido que segun estudios cinéticos y farmacoldgicos expresa
mayoritariamente este tipo de receptor (Guillon y colaboradores, 1982).

Cuando se amplific6 por RT-PCR con los partidores gen especificos V2FN y
V2RN,, solamente se obtuvo el producto de amplificacion esperado para la isoforma V2a
del receptor V2 de vasopresina (dato no mostrado). Este fragmento fue purificado como
se describe en metodos 3.2.2.1. Una baja expresion del mensajero fue descrita con
anterioridad por Firsov y colaboradores. Por esta razon, se purificd el supuesto
fragmento amplificado desde el sector del gel en el que debiera ubicarse el producto
para el mensajero de la isoforma V2b. Entonces, ambas purificaciones fueron sometidas
nuevamente a amplificacion por RT-PCR con los partidores V2FN y V2RN, . Como
resultado de esto podemos observar en la figura 5, en el carril 2, un producto de
reamplificacion de aproximadamente 1200 pb que corresponde al tamafio molecular
esperado para la isoforma V2a del receptor de vasopresina, y en el carril 3 un producto
de reamplificacion de aproximadamente 1100 pb que es el tamafio molecular esperado

para la isoforma V2b del receptor de vasopresina. Si se compara la intensidad de las



36

<€—1200pb
<€4—1100pb

Figura 5: Reamplificacion por RT-PCR de las isoformas de los receptores V2 de
vasopresina desde rifién de rata. Electroforesis en gel de agarosa 1% en TAE 1X,
tefildo con bromuro de etidio. Carrill: marcador de tamafio molecular 100pb, carril2:
Reamplificacion de V2a de rifion de rata, carril 3: Reamplificacion de V2b de riidn de

rata.
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bandas de los productos de amplificacibn para ambos receptores, el producto de
amplificacion mayoritario corresponde a la isoforma V2a, ya que la intensidad de las
bandas es directamente proporcional a la cantidad de RNA de cada una de las
especies.

En los siguientes experimentos se emplearon los partidores gen especificos V2-
919y V2-1181. Esto debido a que al hacer una primera amplificacion mediante RT-PCR
se pueden visualizar los productos de amplificacion para las dos isoformas del receptor
V2 de vasopresina (fig 6). Se observa un producto de amplificacion con tamafo
molecular de 300 pb, que es lo esperado para la isoforma V2a del receptor, y otro de
200 pb aproximadamente que es lo esperado para la isoforma V2b del receptor (carril 2,
fig 6). Si nos detenemos en la intensidad de los productos de amplificacion, podremos
notar que la intensidad y por tanto la abundancia relativa del mensajero correspondiente
a la isoforma V2a es mucho mayor con respecto al otro producto de amplificacion,

correspondiente a la isoforma V2b.

4.1.4.2 Amplificacion de receptores V2 desde distintas zonas del sistema nervioso

central

Se amplificé el receptor V2 de vasopresina desde distintos tejidos nerviosos,
devido a la existencia de sitios de unién para vasopresina en varios sectores del
sistema nervioso central (Pearlmutter y colaboradores, 1983).

Se utilizé el par de partidores gen especificos V2-919 (sentido) y V2-1181
antisentido). El primer tejido examinado fue cerebelo. En la figura 7, en el dia 1 se

observan dos productos de amplificacién de 200 y 300 pb que corresponden a las
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<€—300pb
<4—200pb

Figura 6: Amplificacién por RT-PCR de las isoformas de los receptores V2 de
vasopresina desde rifidn de rata. Electroforesis en gel de agarosa 1.5% en TAE 1X,
tefiido con bromuro de etidio. Carril 1: marcador de tamafo molecular 100 pb. Carril 2:
Fragmento de 300 pb corresponde a la isoforma V2a del receptor de vasopresina,
fragmento de 200 pb corresponde a la isoforma V2b del receptor de vasopresina. Carril

3: Amplificacién sin templado.
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dias
pb (-) 100pb 1 5 15 30

600  m—
500  —
400 =

300 —

4=500pb
4=300pb
<€4=200pb

200  m—

100  m—

Figura 7: Amplificacion por RT-PCR de las isoformas del receptor V2 de
vasopresina en cerebelo de rata. Electroforesis en gel de agarosa 1.5% en TAE 1X,
tefiido con bromuro de etidio. Productos de amplificacion con partidores V2-919 y V2-
1181, desde dia 1 postnatal hasta dia 30 postnatal. Carril 1: Amplificacion sin templado.
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isoformas V2b y V2a respectivamente, que también son vistos en los dias 5, 15y 30
postnatal. En los dias 5 y 30 postnatal se observa la aparicion de un fragmento de
amplificacion de aproximadamente 500 pb, que corresponde al mMRNA primario del
receptor V2 de vasopresina. Se puede notar la diferencia en la intensidad de las bandas
dependiendo del grado de desarrollo de las ratas.

En tronco cerebral de rata, figura 8, se puede ver las tres variedades de productos
de amplificacion para el receptor V2 de vasopresina que se observan en cerebelo, las
cuales cambian en su intensidad dependiendo del grado de desarrollo del espécimen.

En el dia 1 postnatal podemos ver que las tres variedades se encuentran en una
misma proporcion. En el dia 5 postnatal el producto de amplificacion de
aproximadamente 500 pb se encuentra en mayor proporcién con respecto a los otros
productos. Este corresponde al mMRNA primario del receptor V2 de vasopresina. En el
dia 15 postnatal la proporcion cambia bruscamente y prepondera el producto de
amplificacion de alrededor de 300 pb, tamafio esperado para el producto de
amplificacion del receptor Vl1a. Por ultimo, en el dia 30 postnatal desaparece el
producto de amplificaciéon de 500 pb, mientras las otras dos variedades se presentan en
una misma proporcion.

En la figura 9 podemos ver que el producto de amplificacion predominante en el
dia 1 postnatal es de un tamafo aproximado a 500 pb. Este producto sigue siendo
mayoritario en el dia 5 postnatal. En el dia 15 postnatal la forma predominante es el
producto de amplificacion de 300 pb, correspondiente al receptor V2a. La proporcion

llega a ser la misma entre las tres variedades en el dia 30 postnatal.
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dias
pb ) 100 pb 1 5 15 30

600 —

500 m— . 4=500pb
200 —

300 = 4=300pb
200 m— <€=200pb

100 —

Figura 8: Amplificacion por RT-PCR de las isoformas del receptor V2 en tronco
cerebral de rata. Electroforesis en gel de agarosa 1.5% en TAE 1X, teflido con
bromuro de etidio. Productos de amplificacion con partidores V2-919 y V2-1181, desde

dia 1 postnatal hasta dia 30 postnatal. Carril 1: Amplificacion sin templado.
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400
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Figura 9: Amplificacion por RT-PCR de las isoformas del receptor V2 de
vasopresina en corteza cerebral y rindn de rata. Electroforesis en gel de agarosa
1.5% en TAE 1X, teflido con bromuro de etidio. Productos de amplificacion con
partidores V2-919 y V2-1181, desde dia 1 postnatal hasta dia 30 postnatal. Carril 1:

Amplificacién sin templado.
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4.2 Alineamiento de las secuencias nucleotidicas y aminoacidicas deducidas

Los productos de amplificacion fueron clonados en el vector pGEM-T de Promega
segun el protocolo descrito en métodos 3.2.2.2 y secuenciados en ambos sentidos por
el método didesoxi, usando los partidores sp6y T7.

Al comparar tanto la secuencia nucleotidica (Fig.10) como la aminoacidica (Fig.11)
de los receptores V2 de vasopresina, V2ay V2b, ésta revela una alta homologia en los
primeros 303 aa, posterior a lo cual ocurre un cambio en el marco de lectura en el V2b,
producto de la deleccién de 76 pb en la secuencia nucleotidica. Finalmente, producto
del empalme alternativo en el mensajero de receptores V2 de vasopresina se origina
una proteina mas corta, de 339 aa, a diferencia del receptor V2 normal, el cual es un

receptor que posee 371 aa.

4.3 Deteccion del mRNA del receptor V2 de vasopresina mediante hibridacién in

situ.

Se detecté el mRNA del receptor de vasopresina mediante hibridacion in situ, para
lo cual se disefid una sonda antisentido que hibridiz6 con el mMRNA en una zona
correspondiente al tercer exon en el gen del receptor de vasopresina, compartida por
ambas isoformas del receptor. La sonda se representd por una barra en el esquema de
la figura 12.

En cerebelo de rata de 1 dia, esta sonda hibridiz6 en forma especifica en células

con forma esférica, las cuales corresponden de acuerdo a su ubicacion a precursoras
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CDS_V2B

CDS_V2A
CDS_V2B

CDS_V2A
CDS_V2B

CDS_V2A
CDS_V2B

CDS_V2A
CDS_V2B

CDS_V2A
CDS_V2B
CDS_V2A
CDS_V2B

CDS_V2A
CDS_V2B

CDS_V2A
CDS_V2B

CDS_V2A
CDS_V2B

CDS_V2A
CDS_V2B

1
ATGCTCCTGG
ATGCTCCTGG
51
TAGCTCTCCC
TAGCTCTCCC
101
CGCTGCTAGT
CGCTGCTAGT
151
GTGGCCTTGA
GTGGCCTTGA
201
GCGTGGACGC
GCGTGGACGC
251
CTGACCTGGC
CTGACCTGGC
301
GCCACTGACC
GCCACTGACC
351
CCTGCAGATG
CCTGCAGATG
401
CACTAGACCG
CACTAGACCG
451
GGAGGTGGGG
GGAGGTGGGG

501
ACTCCTTCTC
ACTCCTTCTC
551
GAAATGGCAG
GAAATGGCAG
601
GGCCTTCGTG
GGCCTTCGTG
651
TGCCCTAGGC
TGCCCTAGGC
701
CCAGTCTGGT
CCAGTCTGGT

TGTCTACCGT
TGTCTACCGT

AGCAACAGCA
AGCAACAGCA

CCGGGCTGAA
CCGGGCTGAA

GCAATGGCCT
GCAATGGCCT

TGGGCACCCA
TGGGCACCCA

TGTGGCTCTG
TGTGGCTCTG

GCTTCCATGG
GCTTCCATGG

GTGGGCATGT
GTGGGCATGT

CCATCGTGCC
CCATCGTGCC

CTCGCTGGAA
CTCGCTGGAA
AGCCTGCCTC
AGCCTGCCTC

TGGGGTGTTT
TGGGGTGTTT

CCTATGTCAC
CCTATGTCAC

ATTGCTGCCT
ATTGCTGCCT

GCCAGGGCCA
GCCAGGGCCA

GTCCGCTGTG
GTCCGCTGTG

GCCAGGAGGA
GCCAGGAGGA

CTGGCCCTGC
CTGGCCCTGC

AGTGCTGGGG
AGTGCTGGGG

TGCATGTCTT
TGCATGTCTT

TTTCAAGTGC
TTTCAAGTGC

CCCTGATGCC
CCCTGATGCC

ATGCCTCCTC
ATGCCTCCTC

ATCTGCCGCC
ATCTGCCGCC

CAGGCCAGTG
CAGGCCAGTG
AGCTCTTCAT
AGCTCTTCAT

GATTGCTGGG
GATTGCTGGG

CTGGATTGCC
CTGGATTGCC

GTCAGGTTCT
GTCAGGTTCT

TCCGAGAGGG
TCCGAGAGGG

CCTGGGCTCT
CCTGGGCTCT

ACTACTGGAT
ACTACTGGAT

TATCTACAAT
TATCTACAAT

GCCCTAATAC
GCCCTAATAC

CATCAGTCAT
CATCAGTCAT

TACCCCAGCT
TACCCCAGCT

CTGTGTCGGG
CTGTGTCGGG

CTACATGATC
CTACATGATC

CTATGCTAGC
CTATGCTAGC

CTGGTGGCCT
CTGGTGGCCT
CTTTGCTCAG
CTTTGCTCAG

CCCGATTTGC
CCCGATTTGC

TTGATGGTGT
TTGATGGTGT

TATCTTCCGG
TATCTTCCGG

CAGGGAGGCG
CAGGGAGGCG

50
TTTCACCCCC
TTTCACCCCC

100
GACCGAGACC
GACCGAGACC

150
TTTTGTGGCT
TTTTGTGGCT

200
GGCGGGGCCG
GGCGGGGCCG

250
TTGTGCCTGG
TTGTGCCTGG

300
GGCTTGGGAT
GGCTTGGGAT

350
CCGTCAAGTA
CCGTCAAGTA

400
CTGGCCATGA
CTGGCCATGA

450
ATACCGCCAT
ATACCGCCAT

500
GGGCCTTCTC
GGGCCTTCTC

550
CGTGATGTGG
CGTGATGTGG

600
AGAACCATGG
AGAACCATGG

650
TTGTGGCACC
TTGTGGCACC

700
GAGATACACG
GAGATACACG

750
CCGCAGAGGG
CCGCAGAGGG
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CDS_V2A
CDS_V2B

CDS_V2A
CDS_V2B

751
CGCCGGACAG
CGCCGGACAG
801
CAAGACCGTG
CAAGACCGTG
851
GGGCACCCTT
GGGCACCCTT
901
CCTCTGGAAA
CCTCTGGAAA
951
CAGCTGTACC

1001
CGGAGTTGCG
CGGAGTTGCG
1051
CTGGGTCCTC
CTGGGTCCTC
1101
GGATACACCC
GGATACACCC

GAAGCCCCAG
GAAGCCCCAG

AGGATGACAC
AGGATGACAC

CTTCCTCGTG
CTTCCTCGTG

GACCCCCCTT

TAGCCTGCTT
TAGCCTGCTT

AAGATGAATC
AAGATGAATC
1116
TCCTGA
TCCTGA

CGAGGGAGCA
CGAGGGAGCA

TGGTGATTGT
TGGTGATTGT

CAGCTGTGGG
CAGCTGTGGG

TGTGTTGCTC

TGCTGTGCTC
TGCTGTGCTC

CTGTGCCACA
CTGTGCCACA

CATGTATCAG
CATGTATCAG

GATTGTCTAC
GATTGTCTAC

CAGCGTGGGA
CAGCGTGGGA

ATGCTGCTGG

AGAGGCACAC
AGAGGCACAC

GCCAGCTCCT
GCCAGCTCCT

800
CAGCCATGGC
CAGCCATGGC

850
GTGCTATGCT
GTGCTATGCT

900
TCCGGAAGCT
TCCGGAAGCT

950
CTAGCCTTAA

1000
AGTGTCTCCT
AGTGTCTCCT

1050
CACACACAGC
CACACACAGC

1100
CTTTGATGAA
CTTTGATGAA
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Fig 10: Alineamiento de secuencia nucleotidica deducida para receptores V2 de

vasopresina: Los nucledtidos marcados en color gris representan secuencias

consensos para ambos receptores, mientras que la zona mostrada en amarillo

corresponde a la deleccién de 76 nucle6tidos que se produce en la nueva isoforma V2b

producto del empalme alternativo al tercer exon.
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V2B

V2A
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V2B

V2A
V2B

V2A
V2B

V2A

1

MLLVSTVSAV
MLLVSTVSAV

51
VALSNGLVLG
VALSNGLVLG

101
ATDRFHGPDA
ATDRFHGPDA

151
GGGARWNRPV
GGGARWNRPV

201
GLRAYVTWIA
GLRAYVTWIA

251
RRTGSPSEGA
RRTGSPSEGA

301
PLERPPFVLL
PLEIAVSPRS

351
LGPQDESCAT

PGLFSPPSSP
PGLFSPPSSP

ALIRRGRRGR
ALIRRGRRGR

LCRAVKYLQM
LCRAVKYLQM

LVAWAFSLLL
LVAWAFSLLL

LMVFVAPALG
LMVFVAPALG

HVSAAMAKTV
HVSAAMAKTV

MLLASLNSCT
CVACFAVLRG

ASSSLMKDTP

SNSSQEELLD
SNSSQEELLD

WAPMHVFISH
WAPMHVFISH

VGMYASSYMI
VGMYASSYMI

SLPQLFIFAQ
SLPQLFIFAQ

1AACQVLIFR
1AACQVLIFR

RMTLVIVIVY
RMTLVIVIVY

NPWIYASFSS
TPHTAWVLKM

371

S

DRDPLLVRAE
DRDPLLVRAE

LCLADLAVAL
LCLADLAVAL

LAMTLDRHRA
LAMTLDRHRA

RDVGNGSGVF
RDVGNGSGVF

EIHASLVPGP
EIHASLVPGP

VLCWAPFFLV
VLCWAPFFLV

SVSSELRSLL
NPVPQPAPL .

50

LALLSTIFVA
LALLSTIFVA

100
FQVLPQLAWD
FQVLPQLAWD

150
ICRPMLAYRH
I CRPMLAYRH

200
DCWARFAEPW
DCWARFAEPW

250
SERAGRRRRG
SERAGRRRRG

300
QLWAAWDPEA
QLWAAWDPEA

350
CCAQRHTTHS
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Figura 11: Alineamiento de secuencia aminoacidica deducida para receptores V2
de vasopresina: En gris se aprecia aquellos aminoacidos idénticos para las dos
secuencias. El cambio en el marco de lectura para la isoforma V2b es marcado con

amarillo.
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Exén 1 Exén 2 Exén 3

—- 777707 — veg

Intrén 1 Intrén 2

1222 pb W |‘ V2a
1146 pb m///////////% |‘ V2b

Figura 12: Esquema de hibridacion de sondas en el gen del receptor V2 de
vasopresina: La caja llena corresponde al primer exon, la caja listada en forma oblicua
corresponde al segundo exdn. El tercer exon se presenta compuesto por dos cajas, una
vacia y otra listada en forma vertical, el comienzo y el final de la caja blanca
corresponde a sitios aceptores de empalme para formar el mMRNA maduro. Las barras
corresponden a la ubicacidén de los oligonucleotidos biotinilados sentido y antisentido

utilizados para la hibridacion in situ.
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de las células de Purkinje, como se puede observar en la figura 13 B. No hay
reactividad al hibridizar con la sonda sentido correspondiente, figura 13A.

En cerebelo de rata de 5 dias se puede observar la reactividad de la sonda en las
células de Purkinje, como se observa en la figura 14 B. Estas células ya tienen una
morfologia tipica, lo cual es de esperar después del cuarto dia de desarrollo postnatal.
No hay reactividad al hibridizar con la sonda sentido correspondiente, figura 14 A.

En cerebelo de rata de 15 dias se observa reactividad en las células de Purkinje y
ademas, en procesos que nacen de estas células (figura 15 B). No hay reactividad al
hibridizar con la sonda sentido correspondiente, figura 15 A.

En cerebelo de 30 dias se observa una reactividad marcada solo en el cuerpo
celular de las células de Purkinje (figura 16 B). No hay reactividad al hibridizar con la
sonda sentido correspondiente, figura 16 A.

En la figura 17 se pueden observar todos los estadios de desarrollo
simultdneamente. Se denota un dinamismo en la distribucion del mensajero a través el

tiempo.

4.4 Inmunodeteccién de las isoformas del receptor V2 de vasopresina en cerebelo

de rata en distintas etapas del desarrollo.

4.1Caracterizacion del antisuero anti-receptor V2b

El antisuero anti-V2b fue fabricado contra un péptido que corresponde a la porcion

carboxilo terminal del receptor V2b de vasopresina (Urra, 2003). Células MDCK fueron
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Figura 13: Hibridacién in situ del mRNA del receptor V2 de vasopresina en
cerebelo de rata de 1 dia. A-Control con la sonda sentido. B-Hibridacién con sonda

antisentido que detecta el receptor V2 de vasopresina en cerebelo de rata de 1 dia.
Aumento: 40X.
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Figura 14: Hibridacién in situ del mRNA del receptor V2 de vasopresina en
cerebelo de rata de 5 dias. A-Control con la sonda sentido. B-Hibridacion con sonda
antisentido que detecta el receptor V2 de vasopresina en cerebelo de rata de 5 dias.

Aumento: 40X.
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Figura 15: Hibridacién in situ del mRNA del receptor V2 de vasopresina en
cerebelo de rata de 15 dias. A-Control con la sonda sentido. B-Hibridacion con sonda
antisentido que detecta el receptor V2 de vasopresina en cerebelo de rata de 15 dias.

Aumento: 40X.
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Figura 16: Hibridacién in situ del mRNA del receptor V2 de vasopresina en
cerebelo de rata de 30 dias. A-Control con la sonda sentido. B-Hibridacién con sonda
antisentido que detecta el receptor V2 de vasopresina en cerebelo de rata de 30 dias.

Aumento: 40X.
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Dia 1

Dia 5

Dia 15

Dia 30

Figura 17: Hibridacién in situ del mRNA del receptor V2 de vasopresina en
cerebelo de rata de diferentes edades. A-Control negativo con la sonda sentido. B-
Hibridacion con sonda antisentido que detecta el receptor V2 de vasopresina. Aumento:
40X.
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transfectadas establemente con la quimera V2b-GFP. Para caracterizar el receptor V2b
se usO Western blotting. Las membranas de células transfectadas y no transfectadas
fueron inmunodetectadas con un anticuerpo anti-GFP (figura 18, Anti: GFP). Se detecto
la banda esperada para la quimera. Al inmunodetectar con el antisuero anti-V2b (figura
18, Anti-V2b) se logré detectar la misma banda lo cual nos indica que el anticuerpo
detecta el receptor V2b. Las células MDCK no expresan este receptor, ni tampoco la
proteina GFP en forma enddgena. Lo anterior se confirma porque ninguno de los dos
anticuerpos detectdo sefial en los carriles donde se presentan las células no

transfectadas.

4.4.2 Inmunodeteccién de laisoforma V2b del receptor de vasopresina

Un anticuerpo anti-V2b fue generado contra un péptido de 14 aminoacidos
correspondiente a la porcion carboxilo terminal de esta proteina. La porcion carboxilo
terminal es distinta entre la isoforma V2a y V2b, y por lo tanto este anticuerpo es
especifico para la isoforma V2b (Urra, 2003).

Se procedi6 a la inmunodeteccion en la forma que se detalla en métodos 3.2.4 en
cortes de cerebelo de rata de 1, 5, 15 y 30 dias. La inmunodeteccion se observo
discretamente en el dia 1 postnatal, figura 19 A.

En el dia 5, figura 20 A, se puede observar que la inmunodeteccion del receptor
V2b de vasopresina esta localizada en el soma y dendritas de las células de Purkinje.

También se aprecia el cambio morfolégico que se establece a partir del dia 4

postnatal en las células de Purkinje. Avanzando en el desarrollo, se puede observar en
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V2b-GFP *+ - t -

45 KDa —p

Anti GFP V2b

Figura 18: Identificacion de la isoforma Vyb del receptor V, de vasopresina
mediante Western Blotting en células MDCK. El antisuero especifico para la isoforma
V2b fue generado a partir de un péptido de 14 residuos aminoacidicos de la regién

carboxiloterminal distinta entre ambas isoformas.
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Figura 19: Inmunolocalizacién de la isoforma V2b y del receptor V2 de
vasopresina en secciones de cerebelo de rata de 1 dia. A- Inmunodeteccién con
anticuerpo especifico para la isoforma V2b. B- Inmunodeteccién con anticuerpo
especifico para el receptor V2 en las células de Purkinje de cerebelo de rata de 1dia.

Aumento: 40X.



57

Figura 20: Inmunolocalizacién de la isoforma V2b y del receptor V2 de
vasopresina en secciones de cerebelo de rata de 5 dias. A: Inmunodeteccion con
anticuerpo especifico para la isoforma V2b. B: Inmunodeteccién con anticuerpo
especifico para el receptor V2 en las células de Purkinje de cerebelo de rata de 5 dias.

Aumento: 40X.
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la figura 21 A, que corresponde al dia 15 postnatal, que la localizacion de la isoforma
V2b persiste en las células de Purkinje. Estas células ya han cambiado su morfologia
destacando la formacion de procesos radiales que se extienden a través de la capa
molecular de la corteza cerebelosa. Los procesos radiales corresponden a los axones
de las células de Purkinje.

En el dia 30 se puede observar la inmunotincion reducida solamente a los somas
de las células de Purkinje (figura 22 A).

En la figura 23, columna A, podemos observar en forma simultanea la
inmunodeteccion con el anticuerpo anti-V2b, la cual cambia dinamicamente a traveés el

desarrollo.

4.4.3 Inmunodeteccidén de laisoforma V2 del receptor de vasopresina

Se utilizé un suero especifico contra el receptor V2. Fue generado contra una zona
comun para ambas isoformas del receptor, el cuarto “loop” intracelular. Por lo tanto, la
deteccidon observada corresponde a la sumatoria de la expresion de ambas isoformas
(Urra, 2003). Se utilizo cerebelo de 1, 5, 15 y 30 dias para proceder como se describe
en el apartado Métodos 3.2.4.

La inmunorreaccion para el receptor V2 de vasopresina se localizé en las células
de Purkinje en todas las edades que fueron utilizadas.

En el dia 1 postnatal, se puede observar claramente la distribucion de la marca en
células de forma circular ubicadas en la posicion en que deben encontrarse las células

de Purkinje, figura 19 B.
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Figura 21: Inmunolocalizacién de la isoforma V2b y del receptor V2 de
vasopresina en secciones de cerebelo de rata de 15 dias. A: Inmunodeteccién con
anticuerpo especifico para la isoforma V2b. B: Inmunodeteccién con anticuerpo
especifico para el receptor V2 en las células de Purkinje de cerebelo de rata de 15 dias.

Aumento: 40X.
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Figura 22: Inmunolocalizacién de la isoforma V2b y del receptor V2 de
vasopresina en secciones de cerebelo de rata de 30 dias. A: Inmunodeteccién con
anticuerpo especifico para la isoforma V2b. B: Inmunodeteccién con anticuerpo
especifico para el receptor V2 en las células de Purkinje de cerebelo de rata de 30 dias.

Aumento: 40X.
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Dia 1

Dia 5

Dia 15

Dia 30

Figura 23: Inmunolocalizacion de la isoforma V2b y del

receptor V2 de

vasopresina en secciones de cerebelo de rata de distintas edades. A:

Inmunodeteccion con anticuerpo especifico para la isoforma V2b. B: Inmunodeteccion

con anticuerpo especifico para el receptor V2. Aumento: 40X.
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En la figura 20 B se puede observar la inmunodeteccion para el receptor V2 en el
cuerpo celular de las células de Purkinje. Diferente es lo que ocurre con la distribucion
de la inmunodeteccion en esta misma edad para el receptor V2b de vasopresina, figura
20 A. Esta distribucion comprende el soma y las dendritas de estas células.

En la figura 21 B se observa una marcada inmunotincion para el receptor V2 de
vasopresina. Si se compara con la inmunotincion para la isoforma V2b, figura 21 A, se
puede notar un incremento notorio de la marca a nivel del soma y dendritas de las
células de Purkinje.

En el dia 30 postnatal la inmunotincion del receptor V2 disminuye en comparacion
con el dia 15 y se localiza solamente en el soma de las células de Purkinje (figura 22
B). En comparacion con la expresion de la isoforma V2b en este mismo estadio del
desarrollo (figura 22 A), la expresion del receptor V2 es mas intensa. Lo que es logico si
pensamos que la inmunodeteccion V2 corresponde a la sumatoria de las isoformas V2a
y V2b, en estas celulas se detecta en forma individual la isoforma V2b, y ademas se
espera que este acompafiada del receptor V2a.

En la figura 23, columna B, podemos observar en forma simultanea la expresion
de ambas isoformas del receptor V2 de vaopresina a través del desarrollo. Aqui se

denota un cambio dinamico, que es diferente al que se observa para la isoforma V2b.
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5. DISCUSION

Previamente, mediante RT-PCR, el mRNA del receptor V2 de vasopresina fue
encontrado en rifion de ratas adultas, mientras que en ratas recién nacidas el mMRNA del
receptor V2 de vasopresina fue encontrado, no sélo en rifién, sino también, en cerebro.
En cerebros de rata, los niveles de mRNA del receptor V2 de vasopresina disminuyen
con la edad y no pueden ser detectados en ratas de mas de dos semanas de vida.

Nuestros resultados demuestran la expresion extrarrenal del receptor V2 de
vasopresina en cerebros de rata recién nacida. Por lo tanto la expresion se ve alterada
dinamicamente en el proceso de desarrollo (Hirasawa y colaboradores, 1994). Existe la
posibilidad de que este mensajero no desaparezca, sino que la proporcion de
mensajero sobre cantidad de masa cerebral sea menor, y por lo tanto el mensajero
resulte indetectable mediante RT-PCR.

Existen dos isoformas del receptor V2 de vasopresina, V2a y V2b (Sarmiento y
colaboradores, 2004), las cuales fueron estudiadas mediante diversas técnicas en
sistema nervioso central, en especial en cerebelo. Se tomaron zonas discretas de los
diversos tejidos para aumentar la proporcion de los mensajeros especificos para las
isoformas del receptor de vasopresina sobre la masa de tejido cerebral. Los sectores
discretos fueron: corteza cerebral, tronco cerebral y cerebelo. La isoformas V2a y V2b
se expresaron en todos los sectores investigados. Ademas de las isoformas candnica y
de empalme alternativo se puede observar otro producto de amplificacion por RT-PCR
de un tamafo aproximado de 500pb que corresponde al mRNA del receptor V2 de
vasopresina sin procesar. Por otro lado, la expresion de estos mRNA sufrio un cambio

dinamico en su cantidad relativa al ser monitoreados a través del tiempo. Con
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anterioridad se observo que la expresion del mRNA del receptor V2 de vasopresina en
el hipocampo cambia dinamicamente durante los procesos de desarrollo (Kato, 1995).
La proporcidon que se observa entre los productos de amplificacion de las isoformas
V2ay V2b en sistema nervioso central son distintas a las observadas normalmente en
el rindén. En rifdn no se observa ningun cambio a través del desarrollo siendo la
expresion de la isoforma V2b un 15% de la expresion de la isoforma V2a (Firsov y
colaboradores, 1994).

Si bien se expresaron los mMRNA de la isoforma V2a y V2b del receptor V2 de
vasopresina en estos sectores discretos, faltaba determinar en qué tipos celulares se
expresaban estas isoformas, lo cual fue dilucidado mediante la técnica de hibridacion in
situ. El mensajero para el receptor de vasopresina en el cerebelo fue localizado en las
células de Purkinje. Sin embargo, la técnica no permitié discriminar entre las dos
isoformas debido a que la secuencia nucleotidica es igual, excepto que la isoforma V2b
contiene 76 bases menos. Al estudiar el comportamiento de estos mMRNA a través del
tiempo se observa que su ubicacion se mantiene en las células de Purkinje y sufre un
cambio en su distribucién dentro de la célula. Se pudo observar una redistribucion de
los mensajeros en el interior de los dominios subcelulares. Las células de Purkinje
comienzan a tomar su forma caracteristica a partir del dia 4 postnatal y cerca del dia 30
termina su cambio morfologico. Es sabido que en las neuronas la sintesis de proteina
ocurre fundamentalmente en el soma neuronal, por lo tanto estos cambios pueden ser
el reflejo del proceso de diferenciacion celular ocurrido durante la ontogenia del SNC.

Para investigar la expresion de los receptores V2 de vasopresina a nivel proteico,

se fabricaron anticuerpos especificos para el receptor V2b y para el receptor V2 (V2a 'y
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V2b). Nuestro trabajo es el primero en describir la presencia de los receptores por
medio de inmucitoquimica en el sistema nervioso central y especificamente en el
cerebelo. En el dia 1 postnatal, ambas isoformas se expresan discretamente en células
esféricas que aproximadamente en el dia 4 postnatal, comienzan a diferenciarse en las
células de Purkinje. En el dia 5 las células ya han adoptado una forma mas diferenciada
y expresan ambos receptores. Pero se diferencian en la distribucion, ya que V2b se
expresa en las dendritas de estas células en esta etapa y con el anticuerpo anti V2 no
se detectd en esta estructura. Esto puede ser explicado por los anticuerpos son
generados en contra de epitopes diferentes. Esta expresion y distribucion de la proteina
es coincidente con la expresion del mensajero para dichas isoformas. Estas evidencias
nos permiten afirmar concluyentemente que ambas isoformas del receptor V2 de
vasopresina se expresan en cerebelo de rata.

El cerebelo no ha estado exento de ser relacionado con vasopresina y sus
receptores. Lepetit y colaboradores (1993) detectaron mediante hibridacion in situ en
cerebelo y otras secciones distintas al nucleo supradptico y paraventricular del
hipotalamo, el mMRNA del neuropéptido vasopresina. Los niveles mas altos (0,3-0,2
pmol/g), medidos por autorradiografia cuantitativa, fueron observados en el I6bulo
posterior de la pituitaria y las capas granulares del cerebelo y giro dentado.

Hawthorn y colaboradores (1980) también detectaron vasopresina en cerebelo,
pero lo hicieron mediante radioinmunoensayo sensible.

Ademas de esto existen pequefias neuronas que contienen vasopresina,
conocidas por dar origen a los sistemas de fibras que se extienden a través del cerebro

y de la médula espinal, que podrian llegar hasta el cerebelo. Las funciones intrinsecas
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de estos sistemas de fibras no son conocidas (Niermann y colaboradores, 2001).
También fueron descritos sitios de unién para [°HJAVP en fracciones microsomales de
lugares discretos, entre los cuales se cuenta el cerebelo. En este sector la union de
[*H]AVP fue de 200 fmol/ mg de proteina (Pearlmutter y colaboradores, 1983).

Existen algunos sitios de wunibn para vasopresina que Se expresan
transitoriamente en el cerebro de fetos de rata e infantes, que probablemente
representan receptores neuronales funcionales, ya que tienen la misma afinidad y
selectividad por el ligando que los sitios de union para AVP presentes en adultos. Esto
sugeriria que AVP no solamente actia como un neuropéptido en el cerebro adulto sino
que puede jugar un rol significativo durante la maduracion del sistema nervioso central
(Tribollet y colaboradores, 1991).

Esta hipotesis es apoyada por el hecho de que vasopresina estd presente
tempranamente en el cerebro, y tiene varias acciones mitogénicas, metabolicas y
fisiologicas. Ademas, la ausencia de vasopresina cerebral en la rata mutante
Brattleboro coincide con un deterioro del desarrollo cerebral y algunos defectos
fisioldgicos y conductuales de esas ratas, que no son mejorados con el tratamiento con
vasopresina. Regionalmente, el cerebelo parece ser el area cerebral mas afectada,
morfologica y bioquimicamente. Solamente cuando las suplementacién con vasopresina
se hace prenatalmente, este desorden puede ser restaurado, lo cual sugiere un rol
temprano para vasopresina en la neurogénesis (Boer, 1985).

Los receptores sobre los cuales vasopresina esta actuando, podrian ser aquellos
gue en esta tesis fueran encontrados expresandose en células de Purkinje de cerebelo

a nivel de mRNA y proteina. Algo relevante en este sentido es que la expresion se
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presenta por lo menos a partir del dia 1, cuando solo se observa un esbozo de lo que
sera el cerebelo.

Un posible ligando para estos receptores en el cerebelo podria ser el metabolito
cerebral pGlu-Asn-Cyt-Pro-Arg, AVP (4-8) (Yu-Cang Du y colaboradores, 1994) o AVP
(4-9) (Hirasawa Yy colaboradores, 1994). Ambos metabolitos tiene efectos
documentados sobre la memoria y el aprendizaje. Hirasawa y colaboradores (1994)
postulan que el efecto de AVP (4-9) es mediado por un nuevo subtipo de receptor
distinto de V1a, V1b o V2.

En nuestro laboratorio (Sarmiento y colaboradores, 2004), se ha descrito la
regulacion de la expresion del receptor V2a de vasopresina mediada por la variante de
empalme alternativo, V2b. Esta regulacion se produce por oligomerizacion. Es posible
entonces que la oligomerizacion altere las propiedades farmacoldgicas del receptor V2,
adquiriendo éste nuevas propiedades distintas a las de los receptores ya descritos. Es
importante recalcar que en el cerebelo se expresan ambas isoformas del receptor V2 en
una proporcion de aproximadamente 1:1, lo cual es completamente diferente a lo
observado en rifion.

En neuronas de hipocampo de rata, vasopresina activa receptores Vla y V2,
siendo capaz de activar ambas sefales de transduccion, pero una de ellas potencia a la
otra (Omura y colaboradores, 1999). Por lo tanto, estos resultados indican que existirian
receptores funcionales para varias isoformas del receptor de vasopresina y que podrian
interactuar.

Existen diversas acciones biolégicas desplegadas después de la estimulacion con

AVP, entre las cuales se destacan memoria y aprendizaje (de Wied, 1965),
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comportamiento social en mamiferos mondégamos (Stribley y colaboradores, 1999),
regulacion del volumen celular en astrocitos (Sarfaraz y colaboradores, 1999) y
potenciacion de crisis inducidas por inyeccion intracerebroventricular del agonista
muscarinico pilocarpina (Croset y colaboradores, 1997). Aun no se dilucida el receptor
mediante el cual AVP genera tales funciones. Se postula que podria ejercer estas
funciones como neurotransmisor o como neuromodulador, siendo mas probable esta
dltima alternativa, ya que todos los receptores para neuropéptidos descritos hasta el
momento, incluyendo AVP, son de la superfamilia GPCR. Esto sugiere que los
neuropéptidos no activan ni inhiben directamente la excitabilidad neuronal, sino que
mas bien alteran la sensibilidad de las neuronas a otras aferencias, es decir, actuarian
como moduladores de la transmision sinaptica.

Como antes se dijo, en rifion y en cerebelo se expresan las dos isoformas del
receptor V2 de vasopresina. Una posibilidad es que vasopresina controle o module el
flujo de agua en el cerebro, haciendo un paralelo con la situacién en el rifion, donde
vasopresina controla el flujo de agua por regulacion de la translocacion y expresion de
acuaporina 2 (Nielsen, 1995, Andersen-Beckh, 1999). Una acuaporina altamente
expresada en la neurdpila cerebral es acuaporina 4. Vasopresina podria estar
ejerciendo un rol a nivel de regulacion de agua por las siguientes razones: primero,
vasopresina es endogena en el cerebro, y el cerebro tiene un sistema de fibras
intrinseco que contiene vasopresina. Segundo, vasopresina incrementa la velocidad de
cambio de volumen inducido por osmolaridad de astrocitos en cultivo (Niermann y
colaboradores, 2001). Ademas, a partir del dia 7 postnatal los niveles de mRNA de

acuaporina 4 en la capa de células de Purkinje se ven incrementados y se mantienen
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asi hasta la adultez. La expresion de este mRNA también se observa en los procesos
de Bergmann (Wen y colaboradores, 1999). Sin embargo, habria que demostrar que
agquaporina 4 es regulada por AVP.

Kato y colaboradores (1995), ya describieron la expresiéon del mRNA del receptor
V2 de vasopresina en cerebelo. Nuestro aporte consiste en describir la expresion de la
isoforma de empalme alternativo V2b en cerebelo, complementariamente a la isoforma
V2a. Ademas, no solamente se describid la expresidon a nivel del mensajero sino
también a nivel de la proteina. Otro aporte consiste en que la ubicacion celular en
cerebelo de ambos mensajeros y proteinas en las células de Purkinje. Ambas isoformas
se expresan en células principales de tubulo colector de rifion de rata (Urra, 2003). Esto
es congruente con los reportes de Sarmiento y colaboradores (2004) sobre la posible
funcidn de la isoforma V2b. Esta isoforma del receptor secuestra al receptor V2a por
oligomerizaciéon, cambiando los parametros funcionales de la union a vasopresina.

El cerebelo estad subdividido en médulos parasagitales definidos segun criterios
anatomicos, fisiologicos y bioquimicos. Existen a lo menos tres clases de bandas
organizadas sagitalmente de células de Purkinje, de acuerdo a las proteinas
marcadoras que expresan (Leclerc y colaboradores, 1992). Seria importante, por lo
tanto, determinar en cuales de estos sectores se expresan ambas isoformas del
receptor V2 de vasopresina, y si en realidad la expresion de estos receptores esta

ubicada en la misma célula.
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