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PREFACIO

El presente trabajo de tesis tuvo como finalidad extender nuestra comprension de la
funcién de los receptores GABAA en las motoneuronas espinales. En particular, en este
estudio se muestra que las motoneuronas de tortuga expresan receptores GABAA sensibles
a furosemida, constituidos al menos por la subunidad as, que median una corriente
inhibidora tonica y modulan su excitabilidad.

La parte experimental de este trabajo se desarroll6 en los laboratorios 9 y 55 de los
Departamentos de Fisiologia, Biofisica y Neurociencias (DFBN) y Biologia Celular (DBC),
respectivamente, del Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del Instituto
Politécnico Nacional (Cinvestav-IPN). La tesis fue dirigida por los doctores Diego Ricardo
Félix Grijalva profesor titular del DBC, y José Rodolfo Delgado Lezama profesor titular del
DFBN. El plan experimental se desarrollé con la asesoria de los doctores Ismael Jiménez
Estrada y Rafael Gutiérrez Aguilar profesores titulares del DFBN y del Departamento de
Farmacobiologia del Cinvestav-1PN, respectivamente.

Algunos de los resultados de este trabajo fueron presentados en el LVII Congreso
Nacional de la Sociedad de Ciencias Fisiologicas celebrado en la ciudad de Oaxaca,
México, el 1 de Septiembre de 2014. Asimismo, los resultados dieron origen a un trabajo de
investigacion original que se publicd en la revista Plos One en el afio 2014 (PMID:
25531288). En el periodo que duro el Doctorado conté con el apoyo financiero del Consejo

Nacional de Ciencia y Tecnologia (Conacyt) a través de la beca académica 219169.
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RESUMEN

Las motoneuronas estan provistas de un amplio repertorio de receptores
ionotropicos y metabotropicos que modulan su excitabilidad. En el sistema nervioso central
maduro, los receptores GABAA median dos tipos de inhibicidn, fasica y tonica, producidos
por activacion de receptores sinapticos y extrasinapticos, respectivamente. En un trabajo
previo se demostré que la furosemida facilita el reflejo monosindptico sin afectar el
potencial de la raiz dorsal; y se present6 evidencia de la presencia de una inhibicion tonica
en las motoneuronas mediada por receptores GABA, activados por el GABA presente en el
medio extracelular. Si bien estos hallazgos sugirieron que los receptores GABAA de alta
afinidad podrian tener un papel relevante en el control motor, la identidad molecular y
funcional de las subunidades que conformaban a estos receptores GABAA no fue
dilucidada. En este trabajo se investigd la expresion, localizacién y funcion de la subunidad
ag de los receptores GABAA, en las motoneuronas del engrosamiento lumbar de la médula
espinal de la tortuga. Empleando técnicas electrofisiol6gicas, de biologia molecular,
inmunohistoquimica y microscopia confocal, se demostré que la subunidad 0gGABAA se
expresa en las motoneuronas y modula su excitabilidad a través de una corriente tonica

inhibitoria.



ABSTRACT

Motoneurons are provided with a repertoire of ionotropic and metabotropic
receptors and ion channels involved in modulating their excitability. Among the receptors
expressed in the motoneurons GABAAa receptors are known to mediate two types of
inhibition in the mature nervous system, phasic and tonic, mediated by synaptic and
extrasynaptic receptors, respectively. In a previous paper we showed that furosemide
facilitated the monosynaptic reflex without affecting the dorsal root potential. In addition, it
was demonstrated the presence of a tonic inhibition mediated by GABAAa receptors in
motoneurons, which are activated by ambient GABA. Those results suggested that high
affinity GABAAa receptors might have an important role in motor control, though the
functional identity of the a subunits forming the GABAA receptors in spinal motoneurons
was not elucidated. In this work we investigated the expression, location and function of
asGABAA receptors in motoneurons from the turtle spinal cord. By combining
electrophysiological, immunohistochemical and molecular biology techniques with
pharmacological tools the functional we show the expression of og subunit-containing
GABAA receptors in motoneurons, which mediate a tonic inhibitory current that modulates

its excitability.



INTRODUCCION

El acido y-aminobutirico (GABA), principal neurotransmisor inhibitorio en el
sistema nervioso central, lleva a cabo su accion a través de la activacion de dos clases de
receptores ionotropicos (GABAA y GABAC¢) y una clase de receptores metabotropicos
(GABAGg). Los receptores GABAA son proteinas oligoméricas compuestas por cinco
proteinas o subunidades, que forman un canal permeable a los iones de cloruro (CI) y
bicarbonato (HCO3). Si bien se han identificado una gran diversidad de subunidades (6c,
3B, 3y, 3p yuna o, g 6y n), los receptores GABAA se conforman generalmente por dos
subunidades o, dos B y unay (Fig. 1). Esta ultima puede ser sustituida por cualquiera de las

otras subunidades restantes (Luschera & Kellera, 2004; Olsen & Sieghart, 2008).

A B

Figura 1. Estructura de los receptores GABAA. A. Las subunidades de los receptores
GABAA constan de 4 dominios transmembranales (TM1-4), con un amino terminal
extracelular que es el sitio de unién al GABA, y un dominio intracelular que es el sitio de
unién a proteinas de anclaje y a modificaciones postraduccionales. B. Los receptores
GABAA estan compuestos por cinco subunidades 2a, 2B y v, que puede ser sustituida por
cualquiera de las otras subunidades (3, €, 0 y m). El sitio de unién al GABA se encuentra
entre las subunidades o y B, mientras que el de las benzodiacepinas se localiza entre las
subunidades o y y. Tomado de Jacob et al., 2008.

La gran diversidad de subunidades le confiere a los receptores GABAA una gran

diversidad de propiedades cinéticas y de afinidad por el GABA, y contribuye a determinar



su desensibilizacion, localizacion subcelular y perfil farmacoldgico (Farrant & Nusser,

2005; Mody & Pearce, 2004).

Receptores GABAA, sinapticos y extrasinapticos

Por su localizacion en las neuronas, los receptores GABA, se dividen en dos tipos:
los sinépticos, agrupados en el elemento postsinaptico y que se caracterizan por contener
principalmente las subunidades oy, o 0 a3 en asociacion con la subunidad vy,; y los peri o
extrasinapticos localizados fuera de las sinapsis y que se conforman principalmente de las
subunidades ou, os 0 o asociadas a v, y 6 (oPx0; ouPxd; Y asPx v2) (Farrant & Nusser,
2005; Murray et al., 2008).

La funcion de los receptores GABAA depende de su localizacién, de tal modo que la
activacion de los receptores GABA, sinapticos genera una corriente fasica de CI™ de corta
duracién (<100 ms), mientras que los receptores extrasinapticos producen una corriente de
CI" tonica o sostenida (Fig. 2). La cinética de activacion, inactivacion y desensibilizacién de
los receptores GABA,, depende principalmente de las subunidades que los conforman, las
cuales confieren propiedades farmacoldgicas diferentes (Olsen & Sieghart, 2008). En
general, los receptores sindpticos presentan mas baja afinidad por el GABA (ECs, ~6-14
uM) que los extrasinapticos (ECso ~0.3-0.7 uM). Asimismo, ambos tipos de receptores
responden de forma distinta a los antagonistas, por ejemplo, los receptores sinapticos se
bloquean con bicuculina y picrotoxina a concentraciones <20 uM y con gabazina a
concentraciones <10 uM, mientras que los extrasinapticos requieren concentraciones de
bicuculina o picrotoxina de 100 uM y de gabazina por arriba de 10 uM (Farrant & Nusser,

2005).
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Figura 2. Inhibicidn fasica y tonica mediada por receptores GABAA. I. La inhibicion fasica
se genera por la activacion de los receptores sinapticos por el GABA liberado (1-10 mM)
en la hendidura sinaptica. Il. La inhibicién ténica se activa por el GABA que difunde fuera
de la sinapsis o que podria ser liberado por inversion de los co-transportadores, lo cual
genera una corriente sostenida. Ill. La apertura de estos receptores producen corrientes de
rapida activacion y corta duracion (<100 ms). La baja sensibilidad al GABA vy su répida
remocion del espacio extracelular, por los co-transportadores (BGT-1, GAT-1 y GAT-2)
previene la desensibilizacion de los receptores GABAA. El panel inferior muestra la
diversidad molecular de los receptores GABAA Y su expresion diferencial en distintos tipos
neuronales. Modificado de Brickley & Mody, 2012.

Se han identificado antagonistas y agonistas inversos especificos para algunas de las
subunidades de los receptores GABAA, como por ejemplo furosemida y L-655,708. La
furosemida, ademas de ser un diurético de asa empleado a altas concentraciones (>1 mM)
en el tratamiento de la insuficiencia cardiaca congestiva y el edema, tiene una afinidad 100
veces mayor por los receptores conformados por las subunidades o4 que por los que

contienen la subunidad oy. ElI L-655,708, un agonista inverso, bloquea la corriente tonica

generada por los receptores asGABAA en las neuronas del hipocampo y en las fibras



aferentes primarias (Farrant & Nusser, 2005; Loeza-Alcocer et al., 2013; Delgado-Lezama
etal., 2013).

Mediante el empleo de la técnica de registro electrofisiologico en &reas restringidas
de membrana, conocida también como patch clamp, en el modo de fijacion de voltaje y con
base en sus diferencias farmacoldgicas, se ha encontrado que la bicuculina (>20 uM) y la
gabazina (>20 uM),ademas de bloquear las corrientes fasicas espontaneas, modifican la
corriente de mantenimiento necesaria para fijar las células en un potencial de membrana
predeterminado (Brickley et al., 1996; Farrant & Nusser, 2005). Este cambio en la corriente
de mantenimiento revel6 la presencia de una inhibicion tonica GABAérgica en neuronas
del hipocampo, el tdlamo, la corteza somatosensorial, el tallo cerebral y el cerebelo,
asociada a un incremento persistente en la conductancia o un cortocircuito de la membrana
(Farrant & Nusser, 2005; Brickley & Mody, 2012). Los hallazgos reportados en las
neuronas de los nucleos supraespinales muestran que una funcién de la corriente tonica
GABAérgica es la modulacion de la excitabilidad neuronal, la cual juega un papel relevante
en el procesamiento sensorial y el funcionamiento de las redes neurales (Farrant & Nusser,
2005; Nusser & Mody, 2002).

En resumen, los receptores sinapticos que median la corriente fasica transmiten de
forma répida y precisa la informacion permitiendo la actividad oscilatoria de ndcleos
neuronales (Farrant & Nusser, 2005; Deidda et al., 2014), y los receptores extrasinapticos,
que median la corriente ténica, disminuyen la constante de tiempo y reducen la ventana
temporal para la integracion de la actividad sinaptica (Bai et al., 2001; Farrant & Nusser,

2005).
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Expresion de las subunidades de los receptores GABAA en la médula espinal

Por medio de técnicas de reaccion en cadena de la polimerasa acopladas a
retrotranscripcion (RT-PCR) y de hibridacion in situ, se ha mostrado una expresion
diferencial del ARNm de las diferentes subunidades de los receptores GABAAa en la
médula espinal de la rata y el humano. Por ejemplo, la subunidad oy se expresa
escasamente en las laminas VII y VIII; mientras que o, lo hace abundantemente en las
motoneuronas y en las células de Renshaw. Por su parte as se expresa ampliamente en las
laminas 1I-VIl y X y escasamente en las motoneuronas, mientras que os Se expresa
escasamente en las motoneuronas y en las laminas 11-VI pero moderadamente en las
laminas VII 'y VIII. Las subunidades B3 y y. han sido encontradas en el asta ventral y en las
motoneuronas, mientras que 3, ha sido detectada en las laminas 1VV-VIII. La subunidad ¢, al
igual que oy, se expresan en las laminas VII, IX y X (Wisden et al., 1991; Persohn et al.,
1991; Petri et al., 2005; Ruano et al., 2000, Delgado-Lezama et al., 2013). Es importante
mencionar que la expresion del ARNm que codifica para las subunidades 8 y o no ha sido

reportada en la médula espinal.
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Figura 3. Representacion esquematica de la distribucion de las subunidades de los
receptores GABAA en la médula espinal. Del lado izquierdo se representa mediante circulos
la localizacion de neuronas positivas a GAD, enzima que sintetiza GABA, en las laminas
de Rexed (I-X). A la derecha, se muestra la distribucion de las diferentes subunidades de
los receptores al GABA. Modificado de Delgado-Lezama et al., 2013 y de Loeza-Alcocer
etal., 2013.

El andlisis de la expresion de las subunidades de los receptores GABAA mediante
inmunolocalizacion (Fig. 3), ha mostrado que las subunidades o y B se expresan en las
laminas 11-1V, VI-VIIl y X en rata y en humano. Las subunidades .3 han sido encontradas
en sitios sinapticos y extrasindpticos de dendritas y somas neuronales en las laminas I1-V1I
(Alvarez et al., 1996; Delgado-Lezama et al., 2013), mientras que oy ha sido observada
extrasinapticamente en las dendritas cercanas al area de las células de Renshaw (Geiman et
al., 2002; Delgado-Lezama et al., 2013). La expresion de as, B2-3 Y v2 ha sido reportada en
células del asta dorsal y ventral en la rata y en el humano (Alvarez et al., 1996; Bohlhalter
et al., 1996). Asimismo, se ha reportado que la subunidad o, Se expresa escasamente en
todas las 1dminas y que la expresion de oy y as Se restringe a la l1amina 111 (Bohlhalter et al.,
1996), mientras que ag lo hace en la l[amina Il y en las motoneuronas (Gutiérrez et al.,
1996; Betley et al., 2009). Por ultimo, la subunidad ¢ se ha localizado en las laminas VII,
IX'y X (Geiman et al., 2002).

En resumen, con base en los niveles de expresion del ARNm, Bohlhalter y
colaboradoes (1996) sugirieron que en las motoneuronas podrian expresarse las
subunidades oy, oz, B3z Y y2; mientras que por los niveles de proteina, las posibles
combinaciones de receptores GABAA propuestas para expresarse en la médula espinal son
o3B2-372, 1P2-3y2 Y asPa-ay2 Y aiosPa-3y2 en las laminas HI-VIIYy X'y oy, Y apasy2 en las

motoneuronas (Bohlhalter et al., 1996).
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Corriente tonica GABAérgica en la médula espinal

La primera evidencia sobre la participacion del GABA como neurotransmisor en la
médula espinal fue publicada por Curtis y colaboradores (1959), quienes maostraron que la
aplicacion del GABA en las motoneuronas reducia la magnitud de los potenciales
antidromicos, abolia los potenciales ortodromicos y deprimia los potenciales excitadores e
inhibidores postsinapticos (EPSPs e IPSPs, respectivamente) al disminuir su excitabilidad.
Posteriormente se demostro la presencia funcional de los receptores GABAA en las
motoneuronas del gato (Cullheim & Kellerth, 1981; Rudomin et al., 1990) y de la rata
neonata (Jonas et al., 1998), donde se registraron potenciales sinapticos inhibitorios
resistentes a estricnina y sensibles a picrotoxina/bicuculina. Adicionalmente, en registros
del reflejo monosinaptico de la raiz ventral de la rana toro (Peng & Frank, 1989) y en
registros intracelulares de motoneuronas de la médula espinal de la tortuga adulta
(Delgado-Lezama et al., 2004) se encontrdé que los receptores GABAA participan en la
inhibicion de las motoneuronas.

Por otra parte, la primera evidencia de la presencia de una corriente tonica
GABAérgica en la médula espinal fue reportada en 1989 por Yang & Zorumski, quienes
usando neuronas embrionarias de pollo mostraron que al bloguear esta corriente se produce
una despolarizacion. Este tipo de corriente tonica también ha sido registrada en neuronas de
la sustancia gelatinosa de la médula espinal del mamifero (Ataka & Gu, 2006; Takahashi et
al., 2006; Fig. 4A). Con base en las propiedades farmacoldgicas y por la expresion del
ARNmM, se ha propuesto que los receptores GABAA conformados por las subunidades
asPxy2, oPxe y aaPxd, podrian estar mediando dicha corriente tonica (Takahashi et al.,

2006).
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Al igual que en la sustancia gelatinosa, en interneuronas del asta ventral también se
ha registrado una corriente tonica sensible a 100 uM de bicuculina. Sin embargo, los
receptores no pudieron ser activados con el GABA ambiente, ni aun bloqueando sus
transportadores (Grasshoff et al., 2008). Por otra parte, Castro y colaboradores (2011a),
mediante el registro de interneuronas premotoras en la tortuga adulta en presencia de
GABA ambiental, encontraron que las corrientes sinapticas se bloquearon con un
antagonista de los receptores glicinérgicos sin modificar la corriente de mantenimiento,
mientras que al aplicar bicuculina 100 uM, se evidencio una corriente tonica GABAérgica
insensible a furosemida pero sensible a L-655,708, agonista inverso de la subunidad os de
los receptores GABAA (Fig. 4B).

Desde el punto de vista funcional, se ha reportado que los receptores GABAA
juegan un papel importante en los patrones estereotipados de la actividad locomotora, por
ejemplo en el movimiento alternado (izquierda-derecha) y en el generador de ritmos, ya que
el GABA participa en la modulacién de la intensidad sinaptica a nivel de las motoneuronas,
por medio de la activacién de receptores GABAg Y GABAA presinadpticos y postsinapticos

(Delgado-Lezama et al., 2013).

‘ Control Estricnina 2 uM Bicuculina 100 uM

Bicuculina 100 uM

10pAl_ 5 min

Figura 4. Inhibicién tonica GABAérgica en neuronas de la médula espinal. A. Corriente de
mantenimiento de una neurona de la sustancia gelatinosa fijada a -70 mV, en presencia de
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bicuculina 100 uM se activd una corriente entrante de ~20 pA. B. Corriente de
mantenimiento registrada en una neurona premotora de la médula espinal de tortuga, en
Ringer control y en presencia de estricnina mas bicuculina (Vy, = 0 mV). Tomado de
Takahashi et al., 2006 y Castro et al., 2011a.

Corriente ténica GABAérgica en las motoneuronas

Las motoneuronas espinales, localizadas en las laminas 1X en toda la longitud de la
médula espinal, consideradas por Sherrington como “la via final del sistema nervioso”,
realizan una funcion crucial de traducir la actividad cerebral en diferentes tipos de
comportamiento motor. Estas neuronas reciben informacion proveniente de ndcleos
supraespinales, receptores musculares y de neuronas propioespinales e interneuronas
espinales, que procesan informacion de las visceras, piel y masculo esquelético. Esta
informacién, en mamiferos, es transmitida a las motoneuronas a través de ~5 a 14 x 10*
botones sindpticos (Rekling et al., 2000). Por lo relevante de su funcion, la excitabilidad de
las motoneuronas debe estar finamente sintonizada para producir con precision la actividad
muscular coordinada en respuesta a estimulos externos e internos. Mas aln, la estabilidad y
funcién de los circuitos de la médula espinal dependen del balance entre la excitacion y la
inhibicidn, que es mediada por neuronas glicinérgicas y GABAérgicas y que cubren ~70%
de la membrana del soma y dendritas proximales de la motoneurona (Ornung et al., 1998).

Considerando la expresion y el efecto inhibitorio de los receptores GABAA en las
motoneuronas maduras, resulta razonable preguntarse si los dos tipos de receptores GABAAa
sensibles a diferentes concentraciones de sus antagonistas pueden coexistir en estas
neuronas. Las primeras evidencias que se publicaron sobre la posible activacion tonica de
los receptores GABAAa en las motoneuronas de tortuga se obtuvieron por medio de

registros intracelulares y extracelulares, en donde se reporto la facilitacion de los EPSPs en
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presencia de bicuculina 40 uM (Delgado-Lezama et al., 2004; Fig. 5A) y del reflejo
monosinaptico al aplicar picrotoxina y bicuculina 100 uM (Bautista et al., 2010).

Otra evidencia de la activacion ténica GABAérgica en las motoneuronas fue
aportada por Castro y colaboradores (2011b) mediante registros intracelulares. Estos
autores estudiaron la accién de bicuculina (20 y 100 uM) sobre la resistencia de entrada y
los EPSPs monosinapticos en presencia de muscimol, un agonista de los receptores
GABAA y mostraron que el muscimol reduce la resistencia de entrada en 58% y la amplitud
de los EPSPs en 32%. En estas condiciones, la aplicacion de bicuculina 20 uM revirtio
parcialmente el efecto producido por el muscimol y lo hizo totalmente cuando se
incremento la concentraciéon del antagonista a 100 uM. Estos datos concuerdan con los
reportados en estudios previos en neuronas de los nucleos supraespinales, donde se sabe
que la inhibicién ténica GABAEérgica se bloquea con altas concentraciones de bicuculina o
picrotoxina (Farrant & Nusser, 2005). La aplicacion de bicuculina 100 uM incremento la
amplitud de los EPSPs asi como la resistencia de entrada de las motoneuronas, lo que llevd
a concluir que los receptores GABAA se podrian encontrar ténicamente activos por el

GABA del medio extracelular (Fig. 5B; Castro et al., 2011b).

A B
Control Estricnina 2 uM Bicuculina 100 uM

Bicuculina 40 uM <

'\Q\ <1400
o)

P — €1200

e i 21000
Control S

1mV S :
20 ms 5 min

Figura 5. Inhibicion tonica GABAEérgica en las motoneuronas. Potencial monosinaptico
excitador evocado por estimulacion del funiculo dorso lateral, registrado en una
motoneurona en Ringer control y en presencia de bicuculina 40 pM. Corriente de
mantenimiento registrada en una motoneurona fijada a 0 mV en Ringer control y en

16



presencia de estricnina mas bicuculina. Tomado de Delgado-Lezama et al., 2004 y Castro
etal., 2011b.

La demostracion de la presencia de la corriente tonica mediada por receptores
GABAA en las motoneuronas, al igual que en las neuronas de los nucleos supraespinales, se
realizd empleando la técnica de patch clamp en la modalidad de célula completa. De este
modo, fijando la motoneurona a 0 mV, se encontré que la corriente de mantenimiento no se
modificé al aplicar bicuculina a una concentracion de 20 uM pero si se disminuyé la
corriente de mantenimiento en 110 + 19 pA cuando se aplicé bicuculina a una
concentracion de 100 uM, (Fig. 4B). Este resultado mostrd por primera vez la presencia de
una inhibicion tonica GABAérgica en las motoneuronas, que podria estar modulando su

excitabilidad (Castro et al., 2011b).

Subunidad a que forman los receptores GABAA en las motoneuronas

Si bien en los trabajos recién mencionados quedd demostrado que los receptores
GABAA son ténicamente activados en las motoneuronas, aun faltaba por averiguar qué
subunidades podrian estar conformando a estos receptores. Estudiando la modulacién del
reflejo monosinaptico (RMS) en la médula espinal de la tortuga, Bautista y colaboradores
(2010) observaron que en presencia de furosemida (200 uM), antagonista de los receptores
GABA, conformados por las subunidades oue (Korpi et al., 1995; Hamann & Rossi.,
2002; Nusser & Mody, 2002; Wall, 2003; Glykys & Mody, 2007a), el RMS se facilit6 sin
afectar el potencial de la raiz dorsal (Fig. 6), el cual estd mediado principalmente por la
activacion de receptores GABAAa. Este resultado le sugirio a los autores que muy

probablemente la facilitacion del RMS se produjo por un bloqueo de receptores GABAA
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conformados con las subunidades ou localizados en las motoneuronas (Bautista et al.,

2010).

Reflejo monosinaptico Potencial de la raiz
dorsal

Control f \

Gabaziga 1uM
Furosemida 200 uM
/ dsmiiisiiss s

),

Gabazina 1 uM /\
l

Gabazina 1 uM \ /
+
Furosemida 200 uM \/

| 500V I 250uV

5ms 20ms

/

A~

Figura 6. Facilitacion del reflejo monosinaptico (RMS) por bloqueo de los receptores
asGABAA. Al aplicar gabazina 1 pM, concentracion que bloquea solo a las corrientes
sinapticas, el reflejo monosinaptico (columna de trazos de la izquierda) no se modifico
significativamente, pero si el potencial de la raiz dorsal (columna de trazos de la derecha)
mediado por activacion de receptores GABAa (trazo intermedio). La aplicacion
subsecuente de furosemida produjo una facilitacion del RMS sin afectar el potencial de la
raiz dorsal (trazos inferiores). Tomado de Bautista et al., 2010.

Partiendo de estos datos, en mi tesis de Maestria demostré, mediante ensayos de
inmunohistoquimica que la subunidad o de los receptores GABAA esta presente en
neuronas del asta ventral, tanto en el soma como en las dendritas. Adicionalmente, por
medio de registros intracelulares de las motoneuronas en el modo de fijacion de corriente,
la adicion de furosemida (200 uM) incremento la resistencia de entrada en ~73.4% (n=8) y
redujo en ~38% el umbral para evocar un potencial de accion (n=6). Debido a que este

efecto fue similar al reportado en neuronas granulares de la corteza cerebelosa en presencia
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de 500 uM de gabazina y 100 uM de furosemida (Chadderton et al., 2004; Hamann et al.,
2003), conclui que los receptores GABAA conformados por la subunidad o podrian estar
mediando la corriente tonica GABAérgica previamente observada en las motoneuronas por
Castro y sus colaboradores (2011b). Por otro lado, en otra serie de experimentos encontré
que la furosemida no incrementaba la resistencia de entrada en algunas células, lo que
podria deberse a que la subunidad o estd siendo expresada de manera diferencial en

subpoblaciones de motoneuronas que inervan diferentes tipos de masculos.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
Conociendo que las motoneuronas presentan una corriente ténica mediada por
receptores GABAA y que muy probablemente expresen receptores conformados por las
subunidades as que estdn modulando su excitabilidad, en el presente trabajo de tesis me
propuse demostrar que la subunidad que conforma los receptores GABAA que median la

corriente tonica en las motoneuronas es la os.

HIPOTESIS
Los receptores GABAA que contienen las subunidades o Se expresan, median la corriente

tonica y regulan la excitabilidad de las motoneuronas.
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OBJETIVO GENERAL
La intencion primordial de los experimentos desarrollados en este trabajo fue el
investigar por medio de técnicas de biologia molecular, inmunohistoquimica,
electrofisiologia y herramientas farmacoldgicas la expresion y funcién de las subunidad o

de los receptores GABAA en las motoneuronas de la médula espinal de la tortuga.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Investigar la expresion de las subunidad o (y otras que pudieran formar parte de los
receptores extrasinapticos como oy y 8) en la médula espinal mediante las técnicas
de RT-PCR y de Western blot usando a la tortuga como sistema modelo.

e Determinar la presencia y localizacién celular de los receptores que contienen
dichas subunidades en las motoneuronas usando inmunohistoquimica y microscopia
confocal.

e Evaluar empleando la técnica de patch clamp visualizado en la configuracion de
célula completa la participacion de los receptores GABAAa, constituidos por las

subunidades aus €n la corriente tonica de las motoneuronas.
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MATERIALES Y METODOS

Preparacion bioldgica

Para realizar los experimentos se utilizaron 15 tortugas juveniles y 30 tortugas
adultas del género Trachemys scripta con una longitud del caparazén de 9 a 12 cm y de 20
a 30 cm, respectivamente. Para los ensayos moleculares y registros intracelulares se
emplearon tortugas adultas, mientras que para los registros de patch clamp se usaron
tortugas juveniles y adultas. Para realizar los experimentos, las tortugas se anestesiaron con
pentobarbital sédico (100 mg/Kg, via i.p.) y se perfundieron con una solucién Ringer que
contiene (en mM): 120 NaCl, 5 KCI, 15 NaHCOs3, 2 MgCl,, 3 CaCl, y 20 glucosa, saturada
con 98% de O, y 2% de CO, (pH 7.5). El engrosamiento lumbar de la médula espinal se
extrajo realizando una laminectomia. Dependiendo del protocolo a seguir, el tejido se

homogenizo o se cortaron rebanadas transversales.

Retrotranscripcion y reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR)

El &cido ribonucleico (ARN) total se aislé del engrosamiento lumbar de la médula
espinal de la tortuga usando el reactivo Trizol (Invitrogen), siguiendo las indicaciones del
fabricante, mientras que el acido desoxirribonucleico complementario (ADNCc) se sintetizd
por retrotranscripcion usando muestras de ARN (5 pg) con 3 ul de random primers (50
ng/ul) y 1 pl de la enzima M-MLV RT (200 U; Invitrogen) en 20 pl de mezcla a 37°C por
50 min.

En las reacciones de PCR se emplearon oligonucledtidos especificos para la
amplificacion de las subunidades o, o y 6 de los receptores GABAA. Las reacciones de
PCR se realizaron en un termociclador de PCR (Thermo Fisher Scientific) empleando el

paquete comercial Taq DNA Polymerase Recombinant (Invitrogen) en un volumen de 50 pl
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que contenia 5 ul de ADNc; 1x PCR (20 mM Tris-HCI, 50 mM KCI, pH 8.4); 0.2 mM de la
mezcla de dNTP; 1.5 mM de MgCl,; 0.5 uM de cada uno de los oligonucleétidos para
amplificar las subunidades ou, o y 8; y 2.5 unidades de Taq ADN polimerasa (Invitrogen).
La reaccion se llevo a cabo con el siguiente protocolo: 94°C por 5 min (1 ciclo), 94°C por
45 s, 55°C por 30 s, 72°C por 1 min (30 ciclos), 72°C por 10 min (1 ciclo). Como control
positivo, se usaron oligonucledtidos que amplifican un fragmento del gen de actina.
Finalmente, los productos de la PCR se purificaron empleando el paquete comercial
QIlAquick Gel Extraction (Qiagen) y se enviaron a secuenciacion automatica al

Departamento de Genética y Biologia Molecular del Cinvestav-IPN.

Inmunoelectrotransferencia (Western blot)

Para extraer las proteinas del segmento lumbar de la médula espinal de la tortuga se
utiliz6 un amortiguador de lisis que contenia 50 mM de Tris-Cl (pH 8), 150 mM de NaCl,
1% de Tritobn X-100, 0.5 mM de PMSF (Sigma) y 1x de Complete (Roche Applied
Science). Para la remocion de los detritos celulares se centrifugdé el lisado a 12,000 x g por
2 min. La concentracion proteica se determin6 usando la prueba del &cido bicinconinico. En
un volumen de 24 ul se mezclaron 30 pg de proteinas de la médula espinal de tortuga con
el amortiguador de carga proteica 1x (1.7% de SDS, 0.1 M de 2-mercaptoetanol, 5% de
glicerol, 58 mM de Tris-HCI, 0.002% de azul bromofenol, pH 6.8) y se calentaron por 5
min a 93°C. Las proteinas se separaron en un gel de poliacrilamida al 10% y se transfirieron
a una membrana de nitrocelulosa.

Después de bloquear con leche en polvo libre de grasa al 8% disuelta en TBS

Tween 20 al 1% (100 mM de Tris-HCI, 0.9% w/v de NaCl, 0.2% de Tween 20, pH 7.5), las
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membranas se incubaron durante toda la noche con los anticuerpos primarios contra og
(1:200; Sigma), a4 (1:200, Sigma) y 6 (1:500, Sigma), disueltos en la solucion bloqueadora.
Posteriormente, las membranas se lavaron cada 10 min con TBS Tween 20 al 1% e
incubaron con el anticuerpo secundario conjugado con la peroxidasa de rabano (1:10,000;
Jackson Immuno Research) diluido en la solucion de bloqueo por 1 h. Posteriormente se
lavo 3 veces cada 10 min con TBS Tween 20 al 1%. Para la deteccion de las proteinas, la
membrana se tratd con un sustrato quimioluminiscente (Immobillon Western; Millipore).
Finalmente, la membrana se expuso Yy revelé por autoradiografia en pelicula fotogréafica

(Kodak).

Inmunohistoquimica en rebanadas de médula espinal

En un criostato se cortaron rebanadas transversales de 30 um de espesor del
engrosamiento lumbar de la médula espinal de la tortuga adulta. Después de permeabilizar
con PBS-Triton X-100 al 0.3% durante 15 min, las rebanadas se lavaron con PBS e
incubaron con gelatina al 1% y suero fetal bovino (SFB) al 10% durante 30 min para
bloguear el marcaje inespecifico. Las rebanadas se incubaron por libre flotacion con el
anticuerpo primario anti colina acetil transferasa (ChAT, por sus siglas en inglés) durante
24 h a 4°C. Posteriormente, el tejido se lavé 3 veces con PBS-Tritén X-100 al 0.3% y se
incubé con el anticuerpo secundario acoplado a fluoresceina por 2 h a temperatura
ambiente. Transcurrida la incubacion, se bloque6 nuevamente con gelatina al 1% y SFB al
10% durante 30 min y se incubd con el anticuerpo primario anti-os durante 2 h a

temperatura ambiente, y con el anticuerpo secundario acoplado a fluoresceina por 2 h
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también a temperatura ambiente. Finalmente, las rebanadas se lavaron 6 veces con PBS-
Triton X-100 al 0.3% y se montaron en vecta-shield para su andlisis posterior.

La localizacién de la subunidad og del receptor GABAA en la médula espinal se
realiz6 empleando un anticuerpo primario anti-o originado en conejo, usado a una dilucién
de 1:50. Para la localizacion de las motoneuronas se us6 un anticuerpo primario anti-ChAT
originado en cabra a una dilucion de 1:50. Para visualizar la subunidad as y ChAT se
emplearon anticuerpos secundarios acoplados a fluoresceina anti-conejo originado en cabra
a una dilucion de 1:50 y anti-cabra originado en burro a una dilucion de 1:200,
respectivamente. Tanto los anticuerpos primarios como los secundarios se disolvieron en
una solucion PBS con albumina sérica bovina (BSA) al 2%, Triton X-100 al 0.1% y SFB al
5%.

La distribucion regional de la subunidad ag del receptor GABAA se visualizd
mediante el uso de un microscopio confocal laser (TCP-SP5, Leica), empleando un objetivo
de 20x y uno 40x de inmersion en aceite con proyeccién Neo Fluor 63 (NA: 1.4). Las
imagenes se procesaron con el programa LAS AF Version: 2.1.1 (Leica Microsystems). El
mismo procedimiento se realizo para las subunidades a4 y 3, con la diferencia que las
imagenes se observaron empleando un microscopio de epifluorescencia invertido (Axio

Observer D1, Zeiss).

Registro intracelular de las motoneuronas
Como se menciona en la Introduccion del presente trabajo de tesis, durante mi
trabajo de Maestria realicé registros intracelulares de motoneuronas en fijacion de corriente

en ausencia y en presencia de furosemida, que tuvieron como fin evaluar el papel de los
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receptores GABAA conformados por las subunidades auys, Sobre la resistencia de entrada y
la excitabilidad de las motoneuronas. Encontré dos grupos de motoneuronas, uno sensible a
furosemida y otro insensible. Por lo tanto, para determinar si la accion de furosemida
pudiera estar correlacionada con la resistencia de entrada, que es un referente del tamafio de
la neurona y por consiguiente del tipo de musculo que estaria inervando, en el presente
trabajo incrementé el nUmero de neuronas registradas intracelularmente en presencia de
furosemida.

Los detalles técnicos del registro intracelular pueden ser consultados en mi tesis de
Maestria (Andrés, 2010). Brevemente, los registros se realizaron empleando
microelectrodos con resistencias de 30-40 MQ. La resistencia de entrada de las neuronas se
evalu6 en el modo de fijacion de corriente, aplicando pulsos de corriente subumbrales con
una duracion de 500 ms. La corriente aplicada se graficd en funcién del cambio de voltaje
producido, y tras aun ajuste lineal de los datos se obtuvo el valor de la pendiente que es
igual a la resistencia de entrada. La reobase y la descarga de potenciales de accion se
determinaron aplicando pulsos de corriente umbral y supraumbral con 10 s de duracion. La
excitabilidad se evalu6 graficando la corriente supraumbral contra el nimero de potenciales
de accion producidos. Las variables mencionadas se evaluaron registrando las neuronas en

solucion Ringer control y en presencia de furosemida (200 uM).

Patch clamp visualizado de las motoneuronas
La corriente tonica en las motoneuronas se registré con la técnica de patch clamp
visualizado en la configuracion de célula completa y en fijacion de voltaje. Empleando un

vibratomo (Microm HM650V) se cortaron rebanas transversales del engrosamiento lumbar
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de la médula espinal con un espesor de 250 um. El tejido se colocé en la cdmara de registro
y se perfundid con solucién Ringer control. Se emplearon pipetas de borosilicato de pared
gruesa llenas con una solucion con la siguiente composicion (en mM): CsCl 122, Na,-ATP
5, MgCl, 2.5, CaCl,0.003, EGTA 1, gluconato-Mg 5.6, HEPES-K 5, HEPES-H 5 (pH 7.4).

Para visualizar las neuronas, se empled un microscopio Olympus (BX51WI)
equipado con una camara digital (DMK 41BUO02, Imaging Source), conectada a una
computadora donde se almacenaron las imagenes de las neuronas estudiadas. La fijacion de
voltaje y el registro de la corriente se realizé6 empleando un amplificador MultiClamp 700B
(Molecular Devices) conectado a una tarjeta digitalizadora Digidata 1440A (Molecular
Devices).

Los protocolos de estimulacion y registro se realizaron empleando el programa
pClamp (Molecular Devices). Las neuronas que presentaron un cambio en el porcentaje de
resistencia de acceso mayor al 20% al final de las maniobras experimentales se descartaron.
Las sefiales registradas se digitalizaron a 20 KHz y fueron filtradas con un filtro pasa bajas
de 8-polos Bessel (2 KHz) y se almacenaron en un disco duro para su analisis posterior.

Las motoneuronas registradas en fijacién de corriente se clasificaron siguiendo
algunos de los criterios reportados previamente: patron tipico de adaptacion temprano y
tardio de la descarga de potenciales de accion, amplitud pico a pico del potencial de accion
de 90-100 mV seguido por una fase de posthiperpolarizacién rapida y una lenta, la duracion
del potencial de accion de 0.9-1.2 ms medidos a 10 mV por arriba del umbral de disparo

(Hounsgaard et al., 1988; Delgado-Lezama et al., 2004).
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Farmacos empleados

Todos los registros intracelulares y de patch clamp se realizaron en presencia de 6-
ciano-7-nitro-quinoxalina-2,3-diona  (CNQX; 20 pM, antagonista de los receptores
glutamatérgicos AMPA/Kainato), acido 2-amino-5-fosfono valérico (APV; 20 pM,
antagonista de los receptores glutamatérgicos NMDA) y estricnina (2 pM, antagonista de
los receptores glicinérgicos). Los valores de referencia fueron tomados usando esta mezcla
de antagonistas por lo que me refiero a esta solucién a lo largo de la tesis con el término
“Ringer control”.

Una vez que se obtuvieron los registros de las neuronas con la técnica de patch
clamp en la modalidad de fijacion de corriente se determind la resistencia de entrada inicial
y la frecuencia de disparo de potenciales de accion. A continuacion de cambio a fijacion de
voltaje y se aplicaron al bafio los agonistas de los receptores GABAA, muscimol (5 uM) o
GABA (10-40 uM). En otra serie de experimentos, para determinar la participacion de los
receptores GABAA con la subunidad o4 en la corriente ténica se emplearon los
antagonistas de los receptores GABAa furosemida (200 uM) y picrotoxina (PTX 100 puM).

Todos los farmacos se adquirieron de la compafiia Sigma (St. Louis, MO, EUA).

Anélisis estadistico

Para determinar la presencia de corriente tonica en las motoneuronas, se realizaron
histogramas de 5 a 30 x 10* valores de corriente registrados durante 5 0 30 s, en condicion
control y en presencia de un agonista o antagonistas de los receptores GABAAa. A cada
histograma, se le ajustd una distribucién de Gauss para obtener el valor de la corriente

media. Empleando el paquete estadistico OriginPro 8, se analizd la diferencia de los
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cambios de corriente media para cada condicién experimental utilizando las pruebas de
Kolmogorov-Smirnov con una p < 0.05. Ademas, los datos se sometieron a la prueba
estadistica de rangos con signo de Wilcoxon, considerandose las medias estadisticamente
diferentes cuando p < 0.05. Finalmente, los valores se presentan como las medias * los

errores estandar.

Anélisis de la fluorescencia en las rebanadas de la médula espinal

A partir de las proyecciones méximas de los inmunomarcajes, se determiné la
intensidad de fluorescencia de las neuronas positivas a ChAT Yy a la subunidad as utilizando
el programa ImageJ 1.48s (NIH, EUA). En un éarea de 712 pixeles se evalud la

fluorescencia celular total (FCT) aplicando la siguiente formula:

FCT= (1a6_1bk1)

(Ichar—Ipk2)

donde,

log = intensidad de la fluorescencia de la subunidad ag de los receptores GABA .
Ichat = intensidad de la fluorescencia de ChAT.

lok1 ¥ lbke = fluorescencia de fondo de la subunidad agy ChAT.

Partiendo de un valor de corte de 1, aquellas neuronas con valores menores se
consideraron como células que presentaban una baja inmunotincion a ag; por el contrario, si
los valores eran mayores a 1, entonces se consider6 que las células presentaban un marcaje
alto. El valor medio de la FCT se compar6 mediante la prueba estadistica Kolmogorov-

Smirnov con una p < 0.05.
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RESULTADOS

Expresion de la subunidad asGABAA en la médula espinal de la tortuga

Dado que las secuencias para las subunidades de los receptores GABAA que se
expresan en la tortuga no han sido adn reportadas, inicialmente y con el fin de investigar la
expresion de la subunidad agGABAA, se disefiaron oligonucledtidos especificos (sentido 5°-
TATACGTGGAAAAAAGGACC-3’ y antisentido 5’-CTGATGCTCAAAGTGGTCAT-
3”) para ser usados en experimentos de RT-PCR, basandose en secuencias conservadas
previamente reportadas para otras especies como pez cebra, vaca, caballo, chimpancé,
macaco, raton, rata, gallo y humano. Con estos oligonucleétidos especificos se logrd
detectar una banda con el tamafio esperado (~300 pb) en el cerebro de rata usado como

control positivo, asi como en la médula espinal y cerebelo de la tortuga (Figura. 7A).
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Figura 7. Expresion de la subunidad as de los receptores GABAA. A. Analisis de la
expresion del ADNCc de la subunidad ag en la médula espinal y en el cerebelo de la tortuga
realizado por la técnica de RT-PCR. EI ARN total del cerebro de rata se us6 como control
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positivo, mientras que la amplificacion de actina (650 pb) se us6 como control interno. B.
Western blot representativo en el que se muestra la expresion a nivel de la subunidad o
(~58 kDa) de los receptores GABAA. En este caso el extracto total de proteinas del cerebro
de rata se utilizé como control positivo.

Para confirmar la identidad del fragmento amplificado, se cortd la banda
conteniendo al producto de la reaccion de PCR del gel, se purifico y se envid a secuenciar.
El analisis bioinformatico de la secuencia amplificada a partir de la médula espinal de la
tortuga indica que existe un alto grado de identidad (~96%) con respecto a la secuencia

consenso (Fig. 8).
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Figura 8. Alineamiento de la secuencia del producto amplificado por PCR para la
subunidad o proveniente de la médula espinal de la tortuga con la misma region en otras
especies. En las cajas amarillas se muestra las secuencias conservadas tras el alineamiento
de los nucledtidos con las secuencias del gallo (gallus gallus), del humano (homo sapiens),
del raton (mus musculus) de la rata (rattus norvergicus), de la tortuga (trachemys scripta) y
la secuencia consenso (concensus).

Ademas de verificar que el ARNm de la subunidad o Sse expresaba en la médula

espinal de la tortuga mediante secuenciacion y alineamiento, también se investigd la
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presencia de la proteina. Usando un anticuerpo dirigido contra la subunidad o se realizaron
ensayos de Western blot. El resultado de estos experimentos muestra que en las proteinas
extraidas de la médula espinal y del cerebelo de la tortuga, el anticuerpo reconoce una
proteina con un peso molecular de ~58 kDa, que coincide con el peso esperado para la
subunidad o de los receptores GABAA Yy con una proteina identificada en el cerebro de
raton que se empled como control positivo (Fig. 7B). En resumen, estos resultados indican

que la subunidad o, se expresa en la médula espinal y en el cerebelo de la tortuga adulta.

Inmunolocalizacion de la subunidad as en las motoneuronas

Una vez que se determind que la subunidad os se expresaba tanto en la médula
espinal como en el cerebelo de la tortuga adulta, a continuacion se decidié estudiar su
distribucion celular con la técnica de inmunofluorescencia confocal. Como se observa en la
figura 9A, la sefial especifica para los receptores GABAA que contienen la subunidad o se
encuentra presente en la asta ventral, distribuida en el soma de neuronas y en regiones que
muy probablemente corresponden a su arbol dendritico.

Para determinar si esta subunidad podria encontrarse especificamente en las
motoneuronas, en esta misma preparacion se realizd un marcaje contra la enzima colina
acetil transferasa (ChAT), marcador especifico de éste tipo celular (Fig. 9B). Al realizar la
sobreposicién de ambas imagenes se observd que la inmunoreactividad para los receptores
GABAA que contienen la subunidad o se encuentra en el soma de las motoneuronas y en

sus extensiones neuronales (Figs. 9A, B y 9D).
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Figura 9. Inmunolocalizacion de la subunidad og en las motoneuronas. A. Marcaje de la
subunidad o en los somas de las motoneuronas (flecha) y en lo que probablemente sean sus
dendritas (punta de flecha). B. Marcaje de las motoneuronas con el anticuerpo contra la
colina cetil transferasa (ChAT) en el asta ventral (circulo rojo). C. Control negativo en
ausencia de los anticuerpos primario para ChAT. D. Sobreposicion de las imagenes A y B;
la presencia del color amarillo/naranja sugiere la presencia de la subunidad ag en las
motoneuronas. Cortes dpticos de 3 um.

Aun cuando se observo una amplia distribucion de la sefial para la subunidad o, se
encontré que algunas motoneuronas no presentaban claramente una marca especifica para
la proteina (Fig. 10). Esta observacion se correlaciona con los registros electrofisiologicos

publicados en mi tesis de Maestria donde se muestran algunas células que no respondieron
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al efecto de la furosemida (Andrés, 2010). Tomados en su conjunto, los datos aqui
mostrados sugieren que no todas las motoneuronas expresan la subunidad og de los
receptores GABA, sin embargo se requieren experimentos adicionales para poner a prueba

esta hipdtesis.
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Figura 10. Distribucion diferencial de la subunidad o en un conjunto de motoneuronas. A.
La subunidad ag (rojo) se distribuye ampliamente en el asta ventral (circulo rojo), sin
embargo en la sobreposicién se observa que algunas motoneuronas no muestran una clara
expresion de la subunidad (B). C. El anlisis de intensidad de fluorescencia sugiere la
presencia de una poblacion de motoneuronas expresan un nivel bajo de la subunidad os.
Proyeccién maxima. Prueba de Kolmogorov-Smirnov (n=222) con una p < 0.001.

Expresion de las subunidades o y &
Con el objetivo de determinar si las subunidades o4 y 8, que también se ha
reportado participan en la formacion de los receptores GABA extrasinapticos, se expresan

en la médula espinal de la tortuga adulta, se disefiaron oligonucle6tidos especificos para
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amplificar por RT-PCR los trascritos de dichas subunidades. Para el caso de la subunidad
oy, €l oligonuclettido sentido empleado fue 5>-GATACTTTCTTCAGGAATGG-3’ y el
antisentido 5’- GTTGTTATTCCAAATACAGT-3’. Para tratar de amplificar la subunidad
o el oligonucledtido sentido empleado fue 5’-AGCCGCTTCGTGGACAAGCT-3’ mientras
que el antisentido fue 5’- GCGGACTTGAAGTTCATCAG-3’. Estos oligonucleotidos se
disefiaron con base en secuencias conservadas en pez cebra, raton, rata, gallo rojo, toro y
humano, y con ellos se intentd la amplificacién de los transcritos correspondientes tanto en
la médula espinal de la tortuga como en el cerebro de rata, que se usé como control
positivo. Como se muestra en la Fig. 11, en las condiciones experimentales empleadas no
fueron identificados los transcritos de estas subunidades (a4 y 8) en la médula espinal, el

cerebelo y el cerebro de la tortuga.
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Figura 11. Estudio de la expresion de las subunidades a4 y & de los receptores GABAA. A.
Productos de RT-PCR en la médula espinal, el cerebelo y el cerebro de tortuga, asi como
del cerebro de rata, usado como control positivo. La amplificacion del gen de actina se usé
como control interno de la reaccion. B. Expresion de las subunidades a4 y 6, determinada
por Western blot en la médula espinal de la tortuga y el cerebro del raton segun se indica.



Adicionalmente, al buscar la expresion de las subunidades a4 y 6 por medio de
anticuerpos, se pudo detectar una sefial para proteinas con el peso esperado (~64 y ~62
KDa, respectivamente) en el cerebro de ratdn, pero no en la médula espinal de la tortuga
(Fig. 10B). La expresion de las subunidades oy y & también se investigd mediante
inmunohistoquimica y empleando los mismos anticuerpos que en los experimentos de
inmunoelectrotransferencia no fue posible identificar la sefial especifica para ninguna de

estas subunidades (Fig. 12).

Figura 12. Imagenes de epifluorescencia del asta ventral de la médula espinal de la tortuga
adulta. A y C. Tincion empleando anticuerpos dirigidos contra las subunidades oy y 6
(verde). Notese la ausencia de sefial fluorescente verde. B y D. Para una mejor
identificacion de las células en el asta ventral (circulo rojo) los nucleos se tifieron con DAPI
(azul).

35



En resumen, con las herramientas experimentales empleadas en esta serie de
estudios no se obtuvo evidencia de la expresion de las subunidades o y 6 de los receptores
GABAA en la médula espinal y en el cerebelo de la tortuga adulta. Sin embargo, se
encontré que el ARN mensajero, asi como la proteina de la subunidad oy Si se expresan en
la médula espinal y nuestros datos sugieren que la subunidad o Se encuentra presente en

las motoneuronas inmunoreactivas a ChAT.

Registro intracelular

Como se menciond anteriormente, para establecer una posible relacion entre el
tamafo de las motoneuronas y la sensibilidad a furosemida, en este trabajo de tesis doctoral
me propuse aumentar el namero de registros intracelulares de motoneuronas y probar su
sensibilidad a furosemida. Los resultados de este analisis muestran que la furosemida no
afecto ni la resistencia de entrada ni la curva de excitabilidad neuronal (Fig. 13) en 13 de un

total de 32 motoneuronas registradas.
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Figura 13. La furosemida no afecta la resistencia de entrada ni la excitabilidad de una
subpoblacion de motoneuronas en la medula espinal de la tortuga. A. Respuesta en voltaje
producida por la aplicacién de pulsos de corriente hiperpolarizante y despolarizante
(subumbrales) segun se indica. B. Relacidn corriente-voltaje (IV) obtenida al graficar los
valores de corriente contra los cambios de voltaje producidos en una motoneurona (A) en
Ringer control (negro) y en presencia de furosemida (rojo). C. Potenciales de accion
producidos por los pulsos de corriente despolarizante segin se indica en el protocolo
mostrado debajo de los trazos. D. Curvas de excitabilidad obtenidas al graficar el nimero
de potenciales de accion obtenidos como se indica en C.

Sin embargo en otro grupo de motoneuronas (Fig. 14B y C) la resistencia de entrada
en presencia de furosemida se increment6 en ~43 + 10% (control = 26.5 + 3.7 MQ,
furosemida = 37.9 + 5.1 MQ; p < 0.001, prueba de rangos con signo de Wilcoxon) y la

reobase (corriente minima para evocar un potencial de accion) disminuy6 en ~18% (control
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= 1.2 nA, furosemida = 0.98 nA; n =19; p < 0.001, prueba de rangos con signo de
Wilcoxon). Por su parte, la curva de excitabilidad se desplaz6 hacia la izquierda, lo que

indica que la furosemida incrementa la excitabilidad en este grupo de motoneuronas (Fig.

14D).
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Figura 14. Efecto de la furosemida sobre la resistencia de entrada y la excitabilidad de las
motoneuronas. A. Respuesta en voltaje producida por la aplicacion de pulsos de corriente
hiperpolarizante y despolarizante (subumbrales) segun se indica. B. Curva IV obtenida tras
graficar los cambios de voltaje producidos por los pulsos de corriente subumbral (como en
A). La resistencia de entrada es igual a la pendiente de la recta (negro, control 44 MQ; rojo,
furosemida 66 MQ). C. Potenciales de accion producidos por los pulsos de corriente
despolarizante segun se indica en el protocolo mostrado debajo de los trazos. D. Curva de
excitabilidad de una neurona registrada intracelularmente en Ringer control (negro) y en
presencia de furosemida (rojo; 200 uM) construida con el nimero de potenciales evocados
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con diferentes valores de los pulsos de corriente despolarizante (como en C). La reobase de
la neurona disminuy6 de 0.31 a 0.21 nA.

En la figura 15 se graficaron los valores de la resistencia de entrada obtenidos en
Ringer control y en presencia de furosemida, observandose que las motoneuronas sensibles
a furosemida no estan segregadas en funcion de la resistencia de entrada y por consiguiente

de su tamafo.
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Figura 15. Resumen del efecto de furosemida sobre la resistencia de entrada. A. Gréfica
que muestra el cambio en el porcentaje de la resistencia de entrada con respecto al control y
de la reobase de las motoneuronas en presencia de furosemida (200 uM). B. Gréfica de la
resistencia de entrada de las motoneuronas que presentaron (+) o no (-) sensibilidad a la
furosemida. El efecto del antagonista no esta directamente relacionado con el tamafio de la
célula, ya que neuronas con las misma resistencia de membrana pueden ser o no afectadas
por la furosemida.

Tal y como lo mencioné con anterioridad, en correspondencia con los resultados de
mi trabajo de Maestria, en estos estudios encontré un grupo de motoneuronas en las que la

furosemida (a una concentracion de 200 uM) no modifico de manera significativa la
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resistencia de entrada ni la excitabilidad neuronal (n = 13). Asimismo, como se muestra en
la Fig. 15B, al graficar la resistencia de entrada en funcion de la sensibilidad a la
furosemida, en esta serie de experimentos encontré que la expresion de la subunidad o no
estd correlacionada con la resistencia de entrada de las células. Estos nuevos datos apoyan
la hipdtesis antes planteada de que probablemente la subunidad ous Se expresa de forma

diferencial en las motoneuronas de la tortuga adulta.

Registro de motoneuronas mediante patch clamp visualizadas

En las rebanadas de médula espinal de la tortuga juvenil se visualiza el contorno de
varias células (Fig. 16), que por su localizacion ventrolateral y tamafio se asumié que se
trataban de motoneuronas. En esta preparacion, la probabilidad de arrastrar residuos
celulares con la punta de la pipeta se redujo considerablemente. Esto mejoro la obtencion
de los gigasellos durante los registros electrofisiolégicos (acople pipeta-célula > 3 GQ), se
mantuvo una baja resistencia de acceso y, en consecuencia, se obtuvo un mayor ndmero

registros estables.
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Figura 16. Rebanadas del engrosamiento lumbar de la tortuga juvenil y adulta. EI panel
izquierdo muestra una imagen del asta ventral de la médula espinal de la tortuga juvenil, en
la cual se observa el contorno y profundidad de un grupo de neuronas, que por su
localizacion ventrolateral (circulo rojo) y tamafio se consideran motoneuronas. El panel de
la derecha, muestra una imagen de una rebanada de la médula espinal de tortuga adulta,
donde se observan lo que parecen ser somas neuronales rodeados de residuos celulares.
Notese que en la preparacion de tortuga adulta los somas no presentan una profundidad y
textura suavizada, como la observada en la tortuga juvenil, sino cuerpos neuronales planos
con una gran cantidad de detritus. Cortes transversales con un grosor de 250 um. Barra de
calibracion = 30 um.

En el tejido adulto la visualizacion de las neuronas se dificulta por la gran cantidad
de detritus que rodea al cuerpo celular (Fig. 16). Esto ultimo repercutioé negativamente en la
obtencion de gigasellos (<2 GQ), resistencias de acceso altas y en la obtencion de un menor
numero de registros. Sin embargo, en las preparaciones de tortugas de ambas edades fue
posible obtener registros que evidenciaron la presencia de la corriente tonica GABAérgica

en las motoneuronas.

Caracterizacién de motoneuronas y estabilidad del registro electrofisioldgico

En las neuronas registradas mediante la técnica de patch clamp en la configuracion
de célula completa y en el modo de fijacion de corriente, en primer lugar se tratd de
determinar si de acuerdo con sus caracteristicas electrofisioldgicas eran motoneuronas. Con
este fin, se evallo la resistencia de entrada y el patron de disparo de potenciales de accién
en respuesta a un pulso de corriente despolarizante. En la figura 17B se muestra la imagen
de una neurona registrada, que presentd el fendmeno de adaptacién en el disparo de
potenciales de accion evocados por la aplicacion de un pulso de corriente despolarizante asi

como las fases de hiperpolarizacion postpotencial rapida y lenta (Fig. 17D). Estas
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caracteristicas son propias de las motoneuronas (Hounsgaard et al., 1988; Delgado-Lezama

et al., 2004).
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Figura 17. Caracterizacion de las motoneuronas. A. Imagen de una neurona localizada en
el asta ventral en una rebanada de médula espinal de tortuga juvenil. B. Réafaga de
potenciales de accion que presentaron adaptacion temprana (linea negra) y tardia (linea
azul). C. Resistencia de entrada en 5 neuronas registradas durante 30 min (solo el punto
marcado con * fue estadisticamente diferente de los restantes; prueba de Bonferroni; n = 6;
p < 0.04). D. El potencial de accién presentd las fases de posthiperpolarizacion réapida
(flecha negra) y lenta (flecha verde).

Para conocer la viabilidad de las rebanadas de 250 pum de espesor, se determiné la
estabilidad de la resistencia de entrada y la corriente de mantenimiento. En la figura 17C se
muestra que la resistencia de entrada no se modifico significativamente durante los

primeros 25 min de registro en 5 neuronas.
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Asimismo, la estabilidad de la corriente de mantenimiento se estudié en
motoneuronas registradas con la técnica de patch clamp a un voltaje de -70 mV durante 30
min en Ringer control (Fig. 18). El valor de la corriente de mantenimiento se determiné
cada 5 min después de aplicar un filtro pasa bajas que elimind las corrientes sinapticas (Fig.
18A). El valor de la corriente se tomé como la media de 3 x 10° puntos graficados en

histogramas, a los que se les ajusté una curva normal (Fig. 18B).
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Figura 18. Registro de la corriente de mantenimiento de una motoneurona representativa.
A. Corriente de mantenimiento registrada a -70 mV en Ringer control. Se aprecian
corrientes sinapticas entrantes. El trazo amarillo muestra la corriente después de aplicar un
filtro Bessel de 8 de polos. B. Curvas ajustadas a la distribucion de los puntos tomados
durante 30 s cada 5 min. C. Gréfica de los valores promedio de la corriente de
mantenimiento medida cada 5 min. Notese que solo el primer valor result6 estadisticamente
diferente (prueba de Kolmogorov-Smirnov; p > 0.05).
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Si bien estadisticamente no se obtuvo una variacion significativa entre las
distribuciones de puntos, al graficar los promedios (Fig. 18C) se encontrd que solo en los
primeros 5 min de registro la corriente de mantenimiento es diferente de los valores
restantes, manteniéndose estable los siguientes 25 min. El comportamiento inicial podria
deberse a la didlisis de los componentes del citosol que normalmente ocurre durante los
registros de patch clamp, y probablemente en estos primeros 5 min se compensen los
cambios del medio intracelular. Este resultado sugirié que durante los 25 min restantes se

podrian realizar las maniobras farmacoldgicas propuestas con confiabilidad.

Activacion de receptores GABAAa

Primero determinamos la magnitud de la corriente en presencia de una agonista de
los receptores GABAA. Las mediciones tomadas ~10 min después de aplicar muscimol (10
uM), muestran que se activd una corriente entrante de -721 + 139 pA (n=11), que se
inactivé rapidamente dando lugar a una corriente estacionaria de -456 + 132 pA (Fig. 19;
control: -212 = 63 pA; n = 11; p<0.014, prueba de rangos con signos de Wilcoxon).
Asimismo, la aplicacion de muscimol incrementd el ruido basal y disminuyd la resistencia
de entrada en ~42 = 7% (control: 290 £ 94 MQ; muscimol: 123 £ 32 MQ; n= 11; p <
0.004, prueba de rangos con signos de Wilcoxon). En la figura 19 se muestra un trazo
representativo de la accion del muscimol sobre la corriente de mantenimiento registrada en

una motoneurona cuyo voltaje de membrana fue fijado a -70 mV.
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Figura 19. Corriente GABAérgica en una motoneurona. Trazo representativo de la
corriente de mantenimiento de una motoneurona a -70 mV en Ringer control y en presencia
de muscimol (10 uM). Noétese la presencia de una corriente entrante transitoria (2) y
estacionaria (3) saliente generada por activacion de los receptores GABAA. Los valores de
la corriente a los tiempos indicados por los nimeros 1, 2 y 3, se calcularon como la media
de las curvas normales ajustadas a los histogramas mostrados en la gréafica. El asterisco
denota valores estadisticamente diferentes; prueba de Kolmogorov-Smirnov, p < 0.05.

En resumen, este resultado indica que en las rebanadas de 250 um de espesor de la
médula espinal de la tortuga, las motoneuronas presentan receptores GABAA funcionales
gue median tanto corrientes fasicas como ténicas. Por tanto, a continuacion estudiamos si
los receptores GABAA que median la corriente tonica podrian estar conformados por la

subunidad o que es sensible a furosemida.

Efecto de la furosemida sobre las motoneuronas en presencia de GABA endogeno

Si bien muscimol produjo una corriente tonica en todas las neuronas registradas,
cuando se estudié el efecto de la furosemida sobre la corriente de mantenimiento en
presencia de GABA endogeno, se observo un cambio en la corriente de algunas pocas
neuronas registradas en presencia de los antagonistas glutamatérgicos y glicinergicos (Fig.

20). En promedio, la furosemida produjo un cambio en la corriente de mantenimiento de
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~12 £ 5%, que no fue estadisticamente significativo (control: -154 + 52 pA y furosemida: -
135 £ 46 pA; n = 4; p > 0.125; prueba de rangos con signos de Wilcoxon). Sin embargo, la
aplicacion adicional de picrotoxina (a una concentracion de 100 uM), un antagonista
competitivo de los receptores GABAA,, produjo un cambio en la corriente de mantenimiento
de ~40 % que fue estadisticamente significativo (Fig. 20; control: -175 + 22 pA vy
picrotoxina: -107 £ 15 pA; n = 6; p < 0.03; prueba de rangos con signos de Wilcoxon).

Es muy probable que el bajo nimero de neuronas que fueron sensibles a la
aplicacion de furosemida pudiera deberse al lavado del GABA y la accion conjunta de los
co-transportadores de GABA (Glykys & Mody, 2007; Grasshoff et al., 2008; Numata et al.,
2012). Por tanto, para poder evidenciar la corriente tonica de GABA con una alta relacion

sefial a ruido se requirid de la aplicacion de GABA exdgeno.
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Figura 20. La furosemida no afecté la corriente de mantenimiento. A. Corriente de
mantenimiento de una motoneurona fijada a -70 mV en medio control y en presencia de
furosemida (200 uM) maés picrotoxina (100 uM). B. Histogramas de la corriente de
mantenimiento que muestra diferencia estadisticamente significativa en presencia de
picrotoxina con respecto al control (p < 0.05; prueba de Kolmogorov-Smirnov). C.
Comparacién del numero de neuronas sensibles a furosemida y furosemida mas picrotoxina
en presencia de GABA enddgeno.

Activacion de los receptores GABAA por GABA exogeno

Para determinar la concentracion de GABA exo0geno que se requiere para activar la
corriente tonica en las motoneuronas registradas en fijacion de voltaje, se aplico GABA en
concentraciones crecientes iniciando con una concentracion de 10 pM (Fig. 21). En 13
motoneuronas se encontro que la concentracion de 30 uM activo una corriente de entrante

rapida que alcanz6 un valor promedio de -764 + 190 pA (n = 13), seguida de una
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inactivacion répida que llegé a un valor estacionario de -373 + 58 pA, y que resultd
estadisticamente diferente de la corriente basal (control: -281 + 61 pA; p < 0.0002; n = 13;
prueba de rangos con signos de Wilcoxon). La figura 21 muestra un trazo representativo de
la accion del GABA exdgeno sobre la corriente de mantenimiento en una motoneurona

fijada a-70 mV.
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Figura 21. Registro de la corriente ténica en las motoneuronas activada con GABA
exogeno. Registro de la corriente de mantenimiento de una motoneurona fijada a -70 mV
en Ringer control y en presencia de concentraciones crecientes de GABA segun se indica
en la barra sobre el trazo. La activacion de los receptores GABAA se hace aparente a una
concentracion de 30 uM seguida de una desensibilizacién de dichos receptores que origina
una corriente que alcanza un valor estacionario diferente al control, que estaria mediada por
receptores GABAAa extrasinapticos. El asterisco indica una diferencia estadisticamente
significativa; prueba de Kolmogorov-Smirnov con una p<0.05.

Efecto de furosemida sobre las motoneuronas en presencia de GABA exdgeno
En las motoneuronas registradas en presencia de GABA exdgeno (40 uM), la
furosemida disminuyo la corriente de mantenimiento en 26 + 5% (control: -173 + 37 pAy

furosemida: -127 +23 pA; n = 8; p < 0.02; prueba de rangos con signos de Wilcoxon) que

48



resulté mayor al observado cuando se registro en presencia de GABA enddgeno (Fig. 22).
Por su parte, picrotoxina (100 uM) disminuyd la corriente de mantenimiento en 49 + 4%
(control: -268 + 35 pA y picrotoxina: -137 + 25 pA; n = 12; p < 5 x 10™: prueba de rangos
con signos de Wilcoxon). En la figura 22 se muestra el registro de la corriente de
mantenimiento de una motoneurona en Ringer control y en presencia de furosemida y

picrotoxina. Las corrientes medidas en cada situacion resultaron estadisticamente

diferentes.
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Figura 22. Efecto de la furosemida en presencia de GABA exdgeno. EIl panel superior
muestra el registro de la corriente de mantenimiento en una motoneurona representativa
registrada a un voltaje de fijaciéon de -70 mV en Ringer control y en presencia de
furosemida mas picrotoxina. En la gréafica debajo del trazo se muestran las curvas normales
ajustadas a los histogramas obtenidos de los valores de la corriente tomados a los tiempos
marcados con los nimeros. Prueba de Kolmogorov-Smirnov con una p < 0.05.

En la figura 23 se muestra un resumen del nimero de neuronas y del porcentaje en

el que disminuyo la corriente de mantenimiento, causado por aplicacién de furosemida mas
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picrotoxina, en presencia de GABA enddgeno y exdgeno a una concentracion de 40 uM. El
efecto de la furosemida se facilit en presencia de GABA exdgeno, lo que sugiere que el

GABA enddgeno probablemente se lava por la perfusion del bafio.
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Figura 23. Accion de la furosemida en presencia de GABA enddgeno y exdgeno. A.
Comparacion del nimero de neuronas que presentaron sensibilidad a furosemida y a
picrotoxina en presencia de GABA exdgeno. B. Porcentaje de efecto de la furosemida mas
picrotoxina sobre la corriente de mantenimiento en presencia de GABA endbgeno y
exogeno.

Estos resultados muestran que la corriente tonica activada al aplicar GABA (40 uM)

en las motoneuronas estad mediada por receptores GABAA que contienen las subunidades

Ola/6-

Efecto de furosemida en las motoneuronas de la tortuga adulta
Primero se estudio el efecto de los antagonistas furosemida y picrotoxina sobre la
corriente de mantenimiento en presencia de GABA endogeno. La figura 24 muestra que la

corriente de mantenimiento registrada en una motoneurona fijada a -70 mV no es afectada
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por la aplicacion de la furosemida, pero se produce una corriente saliente cuando se afiade
picrotoxina. En promedio la furosemida disminuyd la corriente de mantenimiento en 15 +
6% (control: -222 = 72 pA 'y furosemida: -189 + 70 pA; n = 4; p > 0.25; prueba de rangos
con signos de Wilcoxon), que no fue estadisticamente diferente del control. La perfusion de
picrotoxina activo una corriente saliente (26 + 6%) diferente estadisticamente que el control
(control: -135 % 34 y picrotoxina: -100 + 27 pA; n = 8; p < 0.02; prueba de rangos con

signos de Wilcoxon).
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Figura 24. Efecto de la furosemida sobre la corriente de mantenimiento en presencia de
GABA endbgeno. A. Corriente de mantenimiento en una motoneurona representativa
registrada a un potencial de fijacion de -70 mV en Ringer control y en presencia de
furosemida maés picrotoxina. B. Grafica de las curvas normales ajustadas a los histogramas
de los valores de la corriente tomados en los tiempos indicados por los numeros. Notese
que la corriente en presencia de furosemida mas picrotoxina es estadisticamente diferente
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del control (*; prueba de Kolmogorov-Smirnov; p < 0.05). C. Gréfica de barras del nimero
de neuronas registradas con o sin efecto de furosemida y picrotoxina.

El bajo nimero de neuronas registradas en rebanadas de tortuga adulta sensibles a la
furosemida en presencia de GABA endogeno, fue muy similar al que se obtuvo en las
rebanadas de la tortuga juvenil. Por lo tanto, para descartar que esto se debiera a la baja
concentracion de GABA enddgeno, se realizaron los experimentos siguientes en presencia

de 40 uM de GABA exdgeno.

Receptores agGABAA Yy corriente tonica en motoneuronas

En la figura 25 se muestra un registro tipico de la corriente de mantenimiento en una
motoneurona fijada a -70 mV en presencia de GABA 40 uM. En estas condiciones
experimentales, la furosemida (200 uM) redujo la corriente de mantenimiento en 94 + 36
pA en promedio (control: -256 = 50 pA; furosemida: -162 * 27 pA; n =22; p < 0.001;
prueba de rangos con signos de Wilcoxon) y un incremento en la resistencia de entrada del
34 £ 16% (control: 257 + 81 MQ; furosemida: 345 + 90 MQ; n = 10; p < 0.002; prueba de
rangos con signos de Wilcoxon) (Fig. 25A), similar al producido en las motoneuronas
registradas intracelularmente. Por su parte, la picrotoxina a una concentracién de 100 uM,
disminuyd la corriente de mantenimiento en un 50 £ 6% (control: -286 + 62 y picrotoxina: -

143 + 42; n=21; p< 4.8 x 10”"; prueba de rangos con signos de Wilcoxon) (Fig. 25B).
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Figura 25. Corriente tdnica en las motoneuronas de animales adultos en presencia de
GABA exdgeno. Los paneles A-C muestran corrientes de mantenimiento representativas
registrada en motoneuronas fijadas a -70 mV en presencia de furosemida (200 uM) y de
furosemida mas picrotoxina (100 uM) segun se indica. A la derecha de cada trazo, se
muestran las graficas de las curvas normales ajustadas a los histogramas de los 3 x 10°
valores de la corriente, tomados a los tiempos indicados por los nimeros. Los asteriscos
indican valores estadisticamente diferentes; prueba de Kolmogorov-Smirnov; p < 0.05).

El nimero de neuronas sensibles a la furosemida se increment6 al afiadir GABA al
bafio (Fig. 26A), asi como el porcentaje en la corriente de mantenimiento disminuy6 con

respecto al control (Fig. 26B).
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Figura 26. Accion de la furosemida en presencia de GABA enddgeno y exdgeno. A.
Comparacion del nimero de neuronas que presentaron sensibilidad a furosemida y
furosemida mas picrotoxina. B. Gréfica de barras del porcentaje de efecto de furosemida y
furosemida més picrotoxina sobre la corriente de mantenimiento en presencia con GABA
enddgeno y exdgeno.

En las motoneuronas la aplicacién de picrotoxina (100 puM) después de la
furosemida produjo una corriente saliente adicional promedio de 69 + 22 pA (furosemida: -
163 + 28 pA; picrotoxina: -94 + 13 pA; p < 3.8 x 10°, n = 18; prueba de rangos con signo
de Wilcoxon). Esto sugiere que las motoneuronas podrian estar expresando al menos dos

tipos de subunidades .

Por otro lado, en 10 de las 37 motoneuronas registradas, furosemida no disminuyo
significativamente la corriente de mantenimiento (control: -70 + 15 MQ; furosemida: 71 +
15 MQ; p > 0.06, n = 10; prueba de rangos con signos de Wilcoxon), ni la resistencia de

entrada (Fig. 25C). Este resultado concuerda con lo observado en las motoneuronas
registradas intracelularmente (Fig. 13).
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DISCUSION

En el presente estudio se muestra, mediante el empleo de la técnica de patch clamp,
que las motoneuronas expresan receptores oups-GABAA sensibles a la furosemida. Su
activacion modula su excitabilidad mediante la activacion de una corriente tonica
inhibitoria. Los resultados electrofisiolégicos son apoyados por los que muestran la
presencia del ARNm y de la proteina de la subunidad o, asi como su localizacion mediante
anticuerpos especificos. Estos resultados concuerdan con reportes previos que muestran que
los receptores asGABAA median una corriente tonica inhibitoria que controla la
excitabilidad en células granulares del cerebelo (Kaneda et al., 1995; Hamann et al., 2002;

Farrant & Nusser, 2005).

La furosemida modula la excitabilidad de las motoneuronas

La investigacion del efecto de la furosemida sobre la resistencia de entrada de las
motoneuronas Yy su excitabilidad realizada con la técnica del registro intracelular, produjo
resultados similares a los obtenidos en mi trabajo de Maestria (Andrés, 2010). Brevemente,
la furosemida increment6 la resistencia de entrada en ~43%, disminuyo la reobase en un
~18% y se requirid menos corriente despolarizante para producir una descarga sostenida de
potenciales de accion. Esto se evidencié mas claramente por el corrimiento de la curva de
excitabilidad a la izquierda en presencia del antagonista. El incremento en la resistencia de
entrada y en la excitabilidad de las motoneuronas por la furosemida resulté semejante al
observado en las neuronas granulares de la corteza cerebelosa, donde el bloqueo de las
corrientes ténicas GABAérgicas con gabazina 500 uM y furosemida 100 uM incremento

la resistencia de entrada, disminuy0 el umbral para la generacion de potenciales de accion,
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y cambid la corriente de mantenimiento produciendo un aumento en el nimero de
potenciales de accion al aplicar pulsos de corriente despolarizante y el corrimiento de la
curva de excitabilidad hacia la izquierda (Chadderton et al., 2004; Farrant & Nusser, 2005;
Hamann et al., 2002). Estos datos en conjunto con los obtenidos en este trabajo mediante
registros intracelulares sugieren: a) que las motoneuronas podrian estar expresando
receptores GABA, tonicamente activos por el GABA del medio extracelular sensibles a
furosemida, b) que estos receptores serian los que al bloquearse producen la facilitacion del
reflejo monosinaptico, que no afect6 el potencial de la raiz dorsal reportado por Bautista y
colaboradores (2010), y c¢) que los receptores GABAA tonicamente activos podrian estar
constituidos por la subunidad o,

Los resultados obtenidos en el presente trabajo de tesis también sugieren que existe
un grupo de motoneuronas en las que la furosemida no afecta significativamente su
resistencia de entrada ni su excitabilidad. Esto podria indicar que probablemente hay una
subpoblacion de motoneuronas que podrian no expresar receptores GABAA sensibles a
furosemida, aunque podrian estar expresando otros receptores conformados por
subunidades sensibles a otros antagonistas como el L-655,708 que bloguea receptores que
contienen la subunidad as, 0 no tan especificos como bicuculina y picrotoxina, como ocurre
en células granulares del giro dentado (Herd et al., 2008) y del cerebelo (Hamann et al.,
2002; Farrant & Nusser, 2005; Nusser et al., 1996). Asimismo, no se encontré una relacion
entre la resistencia de entrada de las neuronas y la sensibilidad a la furosemida. Esto sugiere
que la expresion de receptores GABAA de alta afinidad, podria estarse expresando
diferencialmente en las motoneuronas en funcion de alguna otra propiedad que no seria su

tamano.
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Resistencia de entrada de las motoneuronas

Las neuronas registradas con la técnica de patch clamp visualizado se seleccionaron
visualmente por su localizacion ventrolateral, donde se ha reportado se encuentran los
grupos de motoneuronas que son las células de mayor tamafio presentes en esta region
(Ruigrok et al., 1985). Ademas, se corroboro6 que estas células presentaran las clésicas fases
de adaptacién temprana y tardia en el disparo de potenciales de accidn evocados por la
aplicacion de corriente despolarizante descritas previamente por Hounsgaard et al. (1988) y
Delgado-Lezama et al. (2004). Sin embargo, la resistencia de entrada de las neuronas
identificadas como motoneuronas en los estudios de patch clamp fue mas alta que la
medida con la técnica del registro intracelular. Esta diferencia podria deberse a variaciones
propias de la técnica de registro, lo cual se ha reportado que ocurre en células granulares
del giro dentado, neuronas sensoriales olfatorias y neuronas corticales e interneuronas del
asta dorsal de la tortuga juvenil (Pongracz et al., 1991; Staley et al., 1992; Reali & Russo,
2005; Blanton et al., 1989; Svirskis et al., 1997). La explicacion es que podria haber un
dafio provocado por el microelectrodo al penetrar en la membrana celular, haciendo que se
genere un corto circuito con el medio extracelular (Svirskis et al., 1997; Reali & Russo,
2005); o bien, que las neuronas registradas sean mas compactas electrotonicamente de lo
que se habia estimado con registros intracelulares (Blanton et al., 1989).
Independientemente de estas diferencias, en registros con la técnica de patch clamp siempre

se ha obtenido una resistencia de entrada elevada (Major et al., 1994).

Corriente tonica inhibitoria activada por muscimol y GABA
Al igual que en las células granulares del cerebelo (Kaneda et al., 1995; Brickley et

al., 1996; Wall, 2003), la aplicacion de muscimol y GABA gener0 una corriente entrante
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répida en las motoneuronas, seguida por una corriente estacionaria diferente a la basal. El
requerimiento de una alta concentracion de GABA (40 uM) para activar los receptores
GABAA, muy probablemente esta relacionada con la presencia de tejido conectivo en las
rebanadas de médula espinal de animales adultos que dificulta la difusion del
neurotransmisor (Huang & Uusisaari, 2013). Otro factor muy importante es la presencia de
los transportadores de GABA, tanto en las neuronas como en las células gliales, que
capturan el GABA con una gran eficiencia manteniendo baja la concentracion del
neurotransmisor para prevenir la desensibilizacion de los receptores (Wall, 2003, Grasshoff
et. al. 2008). En las neuronas de algunos nucleos supraespinales como en las células
granulares y en las motoneuronas hipoglosales, la caracterizacion de las subunidades que
median la corriente tonica ha requerido, ademas de GABA, de la adicién de blogueadores
de dichos transportadores (Farrant & Nusser, 2005; Nusser & Mody, 2002; Numata et al.,
2012).

La aplicacion de 30 uM de GABA produjo una corriente rapida y una tonica que no
se incrementaron aun con el aumento de la concentracion. Esto podria estar asociado a que
los receptores GABAA que producen la corriente rapida son de tipo sinaptico, y que se
desensibilizan en presencia del neurotransmisor, mientras que la corriente tonica remanente
podria ser producido por receptores GABAA de tipo extrasindptico. Asimismo, a esa
concentracion de GABA exogeno, la actividad sinaptica desaparecid en la fase de
activacion rapida de la corriente entrante y se mantuvo reducida en la fase estacionaria.
Este cambio probablemente se debe al corto circuito producido por la activacion masiva de

receptores GABAA (Kaneda et al., 1995; Wall, 2003).
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Parte de esta corriente resultd sensible a la furosemida (100-300 uM), dato que
concuerda con lo reportado en las células granulares del cerebelo (Nusser et al., 1996 Rossi
& Hamann, 1998; Hamann et al., 2002; Wall, 2002 y 2003) y en las neuronas CA1 del
hipocampo (Sinkkonen et al., 2004), donde se demostré que los receptores GABAA estan
conformados por la subunidad os. Tomados en su conjunto, estos resultados sugieren que
los receptores asGABAA podrian estar mediando parte de la corriente tdnica en las
motoneuronas.

La posibilidad de que furosemida pudiera estar blogueando la corriente tonica
GABAérgica via los transportadores de CI', poder ser descartada debido a que su accién
sobre los receptores GABAA ocurre a concentraciones menores que las requeridas para
ejercer su accion antidiurética (>1 mM; Hochman & Schwartzkroin, 2000). En apoyo a esta
conclusion esta el estudio realizado en sistemas heterélogos, donde se encontr6 que
furosemida bloquea los receptores ogB2y2 con una ICsy de ~10 uM (Korpi et al., 1995),
mientras que los que contienen las subunidades o3y, tuvieron una 1Csg ~234-260 pUM;
(Thompson et al., 1999), los auf2y2 Y a2B3y2 (ICs0 >3 mM; Korpi et al., 1995; Thompson et
al., 1999). Ademas, la furosemida aplicada a 200 uM no bloquea la corriente tonica en las
neuronas del nicleo premotor que son sensibles a bicuculina (Castro et al., 2011a).

El bloqueo adicional de la corriente tonica producida por la picrotoxina después de
la accién de la furosemida sugiere que las motoneuronas podrian expresar alguna otra
subunidad o, ademas de as. En apoyo a esta hipdtesis estan los estudios realizados con las
técnicas de hibridacion in situ (Persohn et al., 1991; Wisden et al., 1991) e
inmunohistoquimica (Bohlhalter et al., 1996), que muestran la expresion de las subunidades

o Y as en las motoneuronas de la rata. Esta Gltima subunidad media la corriente tonica en
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las neuronas del nlcleo premotor en la médula espinal (Castro et al., 2011a) y forma parte
de los receptores GABAa extrasinapticos en las neuronas sensoriales que regulan la
excitabilidad de los axones (Loeza-Alcocer et al., 2013). Por lo tanto, es posible que la
subunidad as podria estar mediando parte de la corriente tonica GABAérgica en las

motoneuronas.

Expresion y localizacion de las subunidades agen las motoneuronas

En paralelo con el trabajo electrofisioldgico en el presente estudio se realizaron
ensayos de biologia molecular para determinar la presencia de transcritos de la subunidad
as y o4 en el engrosamiento lumbar de la médula espinal y en cerebelo de la tortuga, la rata
y el raton. El cerebelo se selecciond por ser las células granulares donde se ha observado la
mayor expresion de la subunidad o (Nusser et al., 1998; Rossi & Hamann, 1998; Hamann
et. al. 2002; Pirker et al., 2000). Por consiguiente, se extrajo el ARN total de esta regién y
por medio de la técnica de RT-PCR se logré amplificar Unicamente el ARN mensajero para
la subunidad o de los receptores GABA,, y no los transcritos de la subunidad ay4, a pesar
de que los oligonucledtidos empleados se disefiaron para amplificar especificamente
regiones conservadas en oy.

Ademas, de observar la expresion del ARN mensajero de la subunidad ag, mediante
el empleo de anticuerpos policlonales se consiguid obtener evidencia de su expresion a
nivel de la proteina en la region lumbar y en el cerebelo de la tortuga. Igualmente, como
ocurrié con el ARNm no fue posible observar la expresion de la proteina ag4, tanto en la
médula espinal como en el cerebro de la tortuga. Pese a ello, estos hallazgos no descartan la

posible expresion de esta subunidad en la médula espinal de la tortuga, pudiendo existir la

60



posibilidad de que su expresion sea muy baja y por lo tanto dificil de detectar con las
herramientas moleculares empleadas, disefiadas en principio para estudiar la expresion de
a4 en los mamiferos.

La expresion de la subunidad og también se demostré por medio de experimentos
inmunohistoquimicos. Los datos de microscopia de fluorescencia muestran que esta
proteina se encuentra segregada por toda la sustancia gris, concentrandose particularmente
en algunos cuerpos neuronales y extensiones dendriticas y axonicas. Las iméagenes
obtenidas con el doble marcaje con el anticuerpo contra ChAT, sugieren que la subunidad
op de los receptores GABAA se expresa en las motoneuronas de la region lumbar de la
médula espinal de la tortuga. Dichas imagenes también muestran sefial especifica para ag en
otros tipos neuronales, que podrian corresponder a interneuronas. La confirmacion de este
hallazgo y el estudio de la posible funcion que estarian desempefiando los receptores

asGABAA en estas interneuronas es un topico interesante para trabajos futuros.

Tortugas juveniles como modelo de trabajo

En este trabajo ademas de utilizar tortugas adultas se emplearon también ejemplares
juveniles. Las tortugas juveniles utilizadas fueron también de la especie Trachemys scripta
y presentaban una longitud total del caparazon < 10 cm que indica una edad < 3 afios
(Chen, 2006; Pérez-Santigosa et al., 2008), mientras que las tortugas adultas, maduras
sexualmente, presentaron una longitud del caparazon de 15 a 30 cm en hembras y de 11 a
24 cm en machos por lo que serian mayores a 3.5 afios de edad (Somma et al., 2009; Ernst
& Lovich 2009; Martinez-Silvestre et al., 2011). Si bien, se ha descrito que el tejido

nervioso de animales juveniles tienen ventajas sobre las provenientes de animales adultos,
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COMO son una mayor resistencia a la anoxia y a dafios mecéanicos (Moyer & Brown, 1998);
en este trabajo se observé que en las rebanadas de médula espinal de tortuga juvenil
presentan una cantidad menor de matriz extracelular que envuelve al soma neuronal, asi
como también menos tejido vascular y mielinizante que comprometen la preparacion al
momento de hacer los cortes (Blanton et al., 1989; Huang & Uusisaari, 2013).

Desde el punto de vista sensorial-motor las tortugas juveniles son considerados como
maduras ya que se han encontrado propiedades intrinsecas de las respuestas
somatosensoriales similares a las reportadas en el animal adulto, asi como también
propiedades electrofisiolégicas similares a las ya descritas en la tortuga adulta (Russo &
Hounsgaard, 1996a, 1996b; Reali & Russo, 2005).

A pesar que en ambas preparaciones, adulto y juvenil, se pudo encontrar neuronas
viables y visualmente saludables, hubo algunas diferencias técnicas notables. En la tortuga
adulta se encontraron mas células dafiadas, hinchadas, con el cuerpo celular transparente a
través del cual se podia observar el nicleo y nucléolos, caracteristicas que de acuerdo con
reportes técnicos corresponden a las de células no saludables en las que, si bien se pueden
hacer sellos, la estabilidad del registro se ve generalmente comprometida (Blanton et al.,
1989; Moyer & Brown, 1998; Huang & Uusisaari, 2013). Por otro lado, aunque la
visibilidad fue buena, en las motoneuronas registradas en animales adultos resulté mas
dificil romper el parche de membrana que en las motoneuronas registradas de tortugas
juveniles. Sin embargo, la corriente tonica registrada en las dos preparaciones fue similar,
tal y como ocurre con otras propiedades electrofisiologicas intrinsecas (Russo &

Hounsgaard, 1996a, 1996b; Reali & Russo, 2005).
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Importancia funcional de la corriente tonica GABAérgica en las motoneuronas

Como se ha propuesto en las células granulares del cerebelo y en las interneuronas
de la regién CA1 del hipocampo, los receptores GABAA conformados por la subunidad o
podrian estar produciendo una inhibicion por corto circuito en la membrana de la
motoneurona, disminuyendo la constante de tiempo, lo que reduciria la ventana temporal en
la que se integran las entradas sinapticas excitadoras. Esto tendria como consecuencia que
se requirieran mas potenciales sinapticos excitadores para alcanzar el umbral de activacion
de potenciales de accion en las motoneuronas (Brickley et al., 1996; Semyanov et al.,
2004). En consecuencia, la inhibicion ténica estaria previendo la activacion anémala de
estas neuronas y explicaria la pérdida del control motriz que se observa al activarse el
reflejo monosinaptico en presencia de picrotoxina o furosemida (Bautista et al., 2010). El
reflejo monosinaptico, que consiste en la activacion de un unico potencial de accion en un
grupo de motoneuronas por un salva aferente, que generan una contraccion simple del
musculo que inervan, se convirtié en una respuesta de potenciales de accion sostenido
cuando se bloquearon los receptores GABAA con furosemida (Bautista et al., 2010). Por lo
tanto, este trabajo corrobora que el control del reflejo monosindptico mediado por los
receptores agGABAA ocurre solo a nivel de las motoneuronas y no sobre las fibras

aferentes primarias (Bautista et al., 2010).
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Conclusién y perspectivas

Los hallazgos que se obtuvieron por medio de técnicas electrofisiologicas,
farmacologicas, de biologia molecular e inmunohistoquimica sugieren la presencia de una
corriente ténica en las motoneuronas de la tortuga mediada por los receptores GABAA
conformados con la subunidad as, que modulan dinamicamente la excitabilidad de las
motoneuronas modificando la resistencia de entrada asi como la eficacia y la integracion
sinaptica.

De este trabajo surgen una serie de preguntas que podrian ser tema de investigacion

relevante:

1) ¢Se expresan o no las subunidades o4 y & en la médula espinal de la tortuga adulta?
Este problema se podria abordar empleando otros oligonucle6tidos y anticuerpos
especificos contra dichas subunidades.

2) ¢Qué otra(s) subunidad(es) o conforma(n) los receptores GABAA que no son
sensible a furosemida? Una posibilidad seria as, cuya expresion podria estudiarse
empleando el antagonista inverso L-655,708.

3) ¢La expresion de la subunidad og estd segregada en los diferentes tipos de
motoneuronas? Esto podria ser evaluado empleando la técnica de RT-PCR en célula

Unica.
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