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Prefacio

Los experimentos realizados en el presente trabajo referentes a los ensayos de PCR y las
inmunofluorescencias se llevaron a cabo en el laboratorio 55 del Departamento de
Biologia Celular (DBC) del Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del Instituto
Politécnico Nacional (CINVESTAV-IPN).

La tesis fue dirigida por el Dr. José Rodolfo Delgado Lezama y por el Dr. Benjamin
Floran Gardufio, profesores titulares del Departamento de Fisiologia, Biofisica y
Neurociencias (DFBN). Asimismo, esta tesis se desarrollé bajo la asesoria del Dr. Diego
Ricardo Félix Grijalva y del Dr. Ismael Jiménez Estrada, profesores titulares del DBC y
del DFBN, respectivamente.
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Resumen

El sistema nervioso recibe informacion de los estimulos externos e internos a través de las
neuronas sensoriales que la transmiten a la médula espinal. Estas neuronas son
pseudounipolares con una terminal periférica y otra central, con sus somas localizados en
los ganglios de la raiz dorsal (GRD). Estas neuronas expresan un repertorio de receptores
y canales ionicos que regulan su excitabilidad. Entre estos, se encuentran los receptores al
GABA del tipo ionotropico GABAA y el metabotropico GABAg. EI GABA es el principal
neurotransmisor inhibidor en el sistema nervioso. En particular en las neuronas
sensoriales, la activacion de los receptores GABAA despolariza las neuronas sensoriales
debido a que el potencial de equilibrio del ion cloruro, es mas positivo que el de la
membrana en reposo. Las neuronas sensoriales expresan receptores GABAAa sinépticos y
extrasinapticos, asi como receptores GABAGg extrasinapticos. Los receptores GABAg y los
GABAA extrasinapticos, especificamente los asGABAA, estan tonicamente activados por
el GABA del medio extracelular, inhibiendo la liberacion del neurotransmisor y
reduciendo la excitabilidad de las fibras aferentes primarias, respectivamente. Sin
embargo, se desconoce el origen celular del GABA que los activa. En el GRD, ademas de
los somas de las neuronas sensoriales se localizan las células gliales satelitales que forman
una envoltura alrededor del soma neuronal. Por lo tanto, estos dos tipos celulares son los
candidatos para sintetizar y liberar GABA. En el cerebelo, las células gliales pueden
sintetizar y liberar GABA, por lo tanto, es posible que el GABA que activa los receptores
GABAA Yy GABAg de las neuronas sensoriales provenga de las células gliales satelitales.
Estd ampliamente documentado que, en el GRD, tanto en la rata como en la tortuga el
[P’H]GABA es capturado y liberado solo por las células gliales satelitales. No existe
ninguna evidencia que muestre que la neurona sensorial realice este proceso. Ademas, la
liberacion se realizo en ausencia de Ca®' extracelular y es dependiente del Ca?*
intracelular. En particular, aqui se muestra en la tortuga que la liberacion ocurre a traves
del canal de Bestrofinal, que se sabe permea GABA en las células gliales de Bergmann
del cerebelo donde media la activacion de una corriente GABAérgica ténica en las
neuronas granulares. No obstante, a pesar de que las neuronas sensoriales no capturan
GABA, se ha propuesto que contienen la maquinaria enzimatica para sintetizar y liberar

vesicularmente este transmisor. Por lo tanto, existe una controversia sobre cual de las dos
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células del GRD de los mamiferos sintetiza y libera el GABA que activa los receptores
GABAA y GABAE extrasinapticos. El objetivo principal de este trabajo fue determinar si
en el GRD se localiza la maquinaria molecular necesaria para la sintesis de GABA no
convencional e identificar las células en las que se expresa. Empleando ensayos de PCR e
inmunofluorescencia se encontré que los genes de Maob y Odcl se expresan en el GRD y
que ODC parece localizarse en las neuronas sensoriales, mientras que DAO se expresa en
las células gliales satelitales. No obstante, es necesario realizar mas experimentos para

confirmar estos resultados.



Abstract

The nervous system receives information from external and internal stimuli through
sensory neurons that transmit it to the spinal cord. These neurons are pseudounipolar with
a peripheral and a central terminal, with their somas located in the dorsal root ganglia
(DRG). These neurons express a repertoire of receptors and ion channels that regulate
their excitability. Among these are GABA receptors of ionotropic GABAa and
metabotropic GABAGg types. GABA is the main inhibitory neurotransmitter in the nervous
system. In sensory neurons, GABAA receptors activation depolarizes the membrane
because the chloride ion's equilibrium potential is more positive than the resting
membrane potential. Sensory neurons express synaptic and extra-synaptic GABAa
receptors, as well as extra-synaptic GABAg receptors. GABAg and extrasynaptic GABAAa
receptors, specifically asGABAA, are tonically activated by GABA from the extracellular
medium, inhibiting the neurotransmitter's release and reducing the excitability of the
primary afferent fibers. However, the cellular origin of GABA that activates them is
unknown. In the DRG, in addition to the somas of sensory neurons, the glial satellite cells
are located, forming an envelope around the neuronal soma. Therefore, these two cell
types are the candidates to synthesize and release GABA. In the cerebellum, glial cells can
synthesize and release GABA, therefore, the GABA that activates the GABAAa and
GABAG& receptors of sensory neurons may come from glial satellite cells. It is widely
documented that in the DRG, in both rat and turtle, the [*H]GABA is captured and
released only by the glial satellite cells. There is no evidence to show that the sensory
neuron performs this process. Furthermore, the release was carried out in the absence of
extracellular Ca?* and is dependent on intracellular Ca?*. In turtle [?(H]GABA release was
shown to occur through the Bestrophin 1 channel, which is known to permeate GABA in
Bergmann glial cells of the cerebellum where it mediates the activation of a tonic
GABAergic current in granular neurons. However, even though sensory neurons do not
capture GABA, it has been proposed that they contain the enzymatic machinery to
synthesize and release this neurotransmitter through vesicles. Thus, there is controversy
over which of the two mammalian GRD cells synthesizes and releases GABA that
activates the extrasynaptic GABAa and GABAg receptors. The aim of this work was to

determine if the molecular machinery necessary for the synthesis of unconventional
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GABA is in the DRG and to immunolocalize the cells in which it is expressed. Using PCR
and immunofluorescence assays, it was found that the Maob and Odcl genes are
expressed in the GRD and that ODC appears to be localized in sensory neurons, whereas
DAO is expressed in glial satellite cells. However, further experiments are necessary to

confirm these results.



Introduccion

Las experiencias sensoriales que incluyen sensaciones de tacto, presion o temperatura
tienen una funcién protectora esencial para el cuerpo debido a que son indicadoras de
posible dafio que debe ser tratado. Dichas experiencias son detectadas por los receptores
sensoriales, los cuales son sensibles a ciertos tipos de estimulos, como los
mecanorreceptores, que responden a diversas clases de estimulos al tacto o los
nociceptores, que responden a estimulos nocivos en tejidos periféricos. La informacion del
estimulo detectada por los receptores sensoriales es transformada en una sefial nerviosa
por medio de las fibras aferentes primarias. Esta informacion sensitiva viaja en forma de
potenciales de accion a través de las fibras aferentes que tienen terminales centrales que
desembocan en el asta dorsal de la médula espinal, la cual se divide en ld&minas diferentes
en donde las neuronas se agrupan. Posteriormente, la informacién en forma de potenciales

de accidn es transmitida hasta el talamo y la corteza cerebral a través de vias ascendentes.

La transduccién de los estimulos periféricos se realiza mediante las fibras aferentes

primarias

Las fibras aferentes primarias 0 neuronas sensoriales se encargan de transmitir la
informacion procedente de los receptores sensoriales a la médula espinal. Las neuronas
sensoriales son células pseudounipolares, poseen un axon Gnico con una terminal
periférica y otra central (Caspary & Anderson, 2003). Los somas de estas neuronas se
localizan en los ganglios sensoriales, mejor conocidos como ganglios de la raiz dorsal
(GRD). Estas neuronas carecen de dendritas y no reciben sinapsis en el soma ademas de

poseer receptores para diversos neurotransmisores (Hanani, 2005).

Las fibras aferentes primarias pueden clasificarse en cuatro grupos, de acuerdo con el
receptor sensorial que inervan, su diametro y velocidad de conduccion, como: Aa, AB, Ad
y C o como tipos I, II, Il y IV cuando inervan los masculos y tendones (Bear et al.,
2006). El grupo de los propioceptores se conforma por las fibras Aa o tipos I-1l que
incluye a las mas grandes en cuanto a diametro (13-20 pum) y con mayor velocidad de
conduccion (80-120 m/s). Estas fibras no se encuentran en la piel, sino que se unen con el

huso muscular y el 6rgano tendinoso de Golgi. El grupo de los mecanorreceptores engloba
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a las AP o tipos I-11 que son fibras de didmetro y velocidad de conduccion media (6-12 pm
y 35-75 m/s, respectivamente), estas fibras ademéas de conectar con huso muscular y el
organo tendinoso de Golgi se unen a los receptores cutdneos. En el grupo de nociceptores
se encuentran las fibras Ad y C o tipos Il y IV, respectivamente. Las Ad o tipo Il son
fibras poco mielinizadas (con diametro de 1-5 um) y con baja velocidad de conduccion (5-
30 m/s), mientras que las fibras C o IV carecen de mielina, por ello su didmetro y
velocidad de conduccion son menores en comparacion con las otras fibras, entre 0.2-1.5

pumy 0.5-2 m/s, respectivamente (Fig. 1).

Ganglio de la raiz dorsal (GRD)

Nociceptores

‘ AS /110 C/IvV
5-30 m/s 0.5-2m/s
B Tisum 0.2-1.5um

Mecanorreceptores
AB/I-I ™

35-75m/s
6-12 ym ‘kd

Propioceptores
Ad/IHl (@&

80-120m/s k
13- 20 pm J
(5]

Fig. 1. Diferentes tipos de fibras aferentes primarias. Los somas de estas neuronas se
localizan en el ganglio de la raiz dorsal (GRD; modificado de Caspary & Anderson, 2003).
Las fibras Aa o tipos I y II hacen contacto sinaptico principalmente con neuronas de la
lamina V; las fibras AP o tipos | y Il inervan principalmente neuronas de las laminas I1I,
IV y V; las fibras Ad y C o tipos Il 'y IV inervan principalmente neuronas de las laminas I,

Ny .

El principal neurotransmisor inhibidor, el GABA

El acido y-aminobutirico (GABA) es el principal neurotransmisor inhibidor en el sistema
nervioso (SN). Existen dos tipos de receptores para este neurotransmisor, l0s ionotropicos
y los metabotrépicos. Los receptores ionotropicos comprenden al receptor GABAA

(RGABAA,) vy al receptor GABAC, son receptores pentaméricos permeable al ion cloruro y
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bicarbonato. El receptor metabotropico GABAs (RGABABR) estd acoplado a proteinas G
(Bowery et al., 2002).

Importancia del GABA en el sistema nervioso periférico

En el SN central maduro, la activacion de los RGABAA causa la entrada de iones ClI" al
citoplasma generando la hiperpolarizacion de la membrana celular. Sin embargo, en las
neuronas sensoriales, el GABA produce la despolarizacion de la membrana debido a que
el potencial de equilibrio del ion cloruro (Eci= -35 mV) es mas positivo que el de la

membrana en reposo (Alvarez-Leefmans et al., 1998).

En las terminales centrales de las fibras aferentes primarias se expresan RGABAa
sinapticos que son activados por neuronas GABAérgicas cuyos contactos axo-axdnicos
activan a estos receptores, produciendo una despolarizacion fésica que inhibe la liberacion

de neurotransmisor, fendmeno conocido como inhibicion presinéptica.

Los RGABAg se expresan a todo lo largo de las fibras aferentes primarias, cuando son
activados por su agonista baclofén producen inhibicion de la liberacion de transmisor en
las terminales centrales (Peshori et al., 1998). Su accién estd mediada por la inhibicién de
canales de Ca?* (Eliot et al., 1993). La activacion de la inhibicion presinaptica se puede
bloquear aplicando Unicamente antagonistas de los RGABAA sinapticos, como picrotoxina
(Rudomin & Schmidt, 1999; Bautista et al., 2010). Esto indica que los RGABAg no son
activados por el GABA liberado en las sinapsis axo-axonicas, sugiriendo que son

receptores extrasinapticos (Peshori et al., 1998).

Ademas del receptor extrasindptico GABAg, las fibras aferentes primarias también
expresan receptores extrasinapticos asGABAA a lo largo de sus axones y el soma, tanto de
las tortugas (Loeza-Alcocer et al., 2013), como de las ratas (Hernandez-Reyes et al., 2019;
Bravo-Hernandez et al., 2016; Fig. 2). El receptor GABAg como el asGABAAa estan
tonicamente activados por el GABA del medio extracelular, inhibiendo la liberacion de
transmisor (Peshori et al., 1998) y reduciendo la excitabilidad de las fibras aferentes
primarias (Loeza-Alcocer et al., 2013; Hernandez-Reyes et al., 2019), respectivamente.

Sin embargo, se desconoce quién sintetiza y libera el GABA que los activa.
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Receptor a,GABA, en la neurona sensorial

| ocGMBA, |
Asta
dorsal
C
GRD
Fibras
aferentes
primarias

Fig. 2. Los receptores asGABAA se expresan en el asta dorsal, en el GRD y en las fibras

aferentes primarias (barra de escala, 50 um; Bravo-Hernandez et al., 2016).

Las células gliales satelitales se localizan en los ganglios de la raiz dorsal

Como se menciond anteriormente, los somas de las neuronas sensoriales se localizan en el
GRD, los cuales estan rodeados por las células gliales satelitales (CGS), que como su
nombre lo indica, forman parte de la glia del SN periférico (Hanani, 2005). Cada neurona
sensorial tiene su propia envoltura formada de varias CGS, constituyendo la unidad
neurona sensorial-CGS (Fig. 3; Hanani, 2005).
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Fig. 3. La unidad neurona sensorial-CGS. (A) Una micrografia electrénica del GRD de
raton, que muestra la disposicion de las CGS (sc) alrededor de las neuronas (N1-4). Las
neuronas con sus CGS asociadas estan separadas por un espacio de tejido conectivo (ct).
El contorno exterior de la vaina glial es suave. Los asteriscos indican axones no
mielinizados rodeados por células de Schwann. Barra de calibracion, 2 um (Pannese et al.,
2003). (B) Diagrama esquematico que describe las relaciones anatomicas entre las
neuronas (N1 — Ne) y las CGS en los ganglios sensoriales (Hanani, 2005).

Las CGS contienen moléculas como glutamina sintetasa, proteina acida fibrilar glial
(GFAP, por sus siglas en inglés), receptor P2Y, factor neurotréfico derivado del cerebro
(BDNF, por sus siglas en inglés), transportador de GABA, entre otras (Hanani, 2005). Las
CGS se vuelven reactivas ante el dafio periférico de un nervio de tal manera que

incrementan la expresion de GFAP de modo similar a como ocurre con los astrocitos.

Debido a que el GRD se conforma por células gliales incluyendo a las CGS asi como por
neuronas incluyendo a las sensoriales, es posible que el GABA que activa a los RGABAA

y RGABAE provenga de alguna de estas células.
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Células gliales satelitales como fuente de GABA

Esta documentado que el [PH]GABA puede ser capturado tanto por neuronas como por
células gliales (Hosli et al., 1972; Neal & lversen, 1972; Gottesfeld et al., 1973) de los
ganglios cervicales superiores (Bowery & Brown, 1972), asi como de los ganglios

sensoriales de la raiz dorsal (Gottesfeld et al., 1973).

El estudio de Gottesfeld et al., (1973) realizado en GRD de rata y gato expuestos a
[PH]GABA, determin6 que los ganglios contuvieron valores similares a 0.26 pmoles/g de
tejido de GABA y una actividad de la enzima &cido glutamico descarboxilasa (GAD) de
0.45 pmoles/g/h. Ademas, por autoradiografia se encontrd que la absorcién de GABA en
los GRD fue especifica de este aminoacido y fue localizado exclusivamente en las CGS.

De manera similar, Schon & Kelly en (1974), realizaron autoradiografias en GRD de rata
adulta expuestos a [PH]JGABA. ElI GABA se localiz6 exclusivamente en las CGS que
rodean a los cuerpos celulares neuronales sensoriales (Fig. 4). EI GABA también se
acumulo dentro de las células gliales que rodean a los axones no mielinizados y en los

cuerpos de las células de Schwann de las fibras mielinizadas en los GRD.

Fig. 4. Captura de [*H]JGABA en CGS. Se muestra una imagen de autoradiografia en
contraste de fases de ganglio sensorial de rata con 10° M [*H]GABA (Schon & Kelly,
1974a). Las acumulaciones marcadas de plata estan sobre las CGS (cabeza de flecha). Los
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cuerpos celulares (N) y el tejido conectivo (CT) estan libres de plata. Tiempo de

exposicion, 1 semana. Barra de escala, 20 pm.

Se ha reportado que la liberacion de [*H]JGABA en presencia de &cido 10-M-
aminooxiacético (AOAA), inhibidor de la GABA transaminasa, se efectlia exponiendo los
ganglios a concentraciones de potasio despolarizantes (Minchin & Iversen, 1974). En
1974, Minchin & Ilversen para caracterizar los factores que afectan la liberacion de
aminoéacidos de las CGS de ratas, investigaron los efectos de altas concentraciones de K*
que podrian causar despolarizacion y el flujo de salida de [?(H]GABA y otros aminoacidos
marcados de los ganglios sensoriales. Ellos encontraron que las células gliales en los GRD
pueden responder a altas concentraciones de K*, causando la despolarizacion y la posterior
liberacion de GABA, por un proceso que es dependiente de la concentracion de calcio

extracelular.

Resultados de nuestro laboratorio (Vargas-Parada, 2012) demuestran que la
despolarizacion del GRD de tortuga (Trachemys scripta spp) libera [PHJGABA por altas
concentraciones de K™ (Fig. 5A). Asimismo, se observé que dicha despolarizacion es
independiente de Ca?* extracelular (Fig. 5B) y dependiente de Ca?* intracelular (Fig. 5C).
Aunado a ello, se encontrd que la liberacion de [PH]JGABA se da a través del canal de
bestrofina 1 (Bestl; Fig. 5D).
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Fig. 5. Liberacion de [*H]GABA del GRD de tortuga. A) Liberacion de [*H]GABA
causada por la despolarizacion efectuada por K* (60 y 80 mM). B) Liberacién de
[*H]GABA en presencia de 0 mM de Ca®* extracelular, dicha condicion no afecta la
liberacion del neurotransmisor. C) Liberacion de [?H]JGABA en presencia de un quelante
de Ca®* (BAPTA). En esta condicion no se observa liberacion del neurotransmisor. D) El
blogueo del canal Bestl con NPPB deprimi6 la liberacion de [?HJGABA en comparacion

con la condicion basal (Vargas-Parada, A., 2012).

El GABA puede ser liberado a través del canal Bestrofina-1

Bestrofina 1 (Best1) es un canal anidnico activado por Ca?* intracelular, ensamblado como
un pentdmero y expresado en la membrana plasmética (Vaisey et al., 2016). Bestl fue
identificado en el epitelio pigmentario de la retina en donde la mutacion del gen BEST1 se
relaciona con la distrofia macular viteliforme (Johnson et al., 2017). Bestl se expresa en
neuronas, células gliales, meninges y en células epiteliales del plexo coroideo (Oh & Lee,
2017). Se ha reportado que el canal Bestl permite la liberacion de neurotransmisores
como el glutamato (Park et al., 2009) y GABA (Lee et al., 2010). Ademas, se ha visto que
el canal Bestl se expresa en células gliales como astrocitos (Fig. 6; Park et al., 2009). Lee
et al., (2010), demostraron que la inhibicion tonica de las células granulares del cerebelo
esta mediada por la liberacion de GABA por la glia de Bergmann a través del canal Best1,
ya que ésta se redujo en presencia del bloqueador NPPB. La permeabilidad de Bestl a
GABA se determind expresando el canal en células embrionarias de rifion humano 293
(HEK293T) vy se realizaron registros de patch-clamp de célula completa para medir el
potencial de inversion de las corrientes idnicas resultantes. Posteriormente, los canales
Bestl se activaron al méaximo mediante una solucion alta de Ca?* libre (~ 4.5 mM)
dializada en la célula. Se encontrd que el potencial de inversion de la corriente mediada
por Bestl coincidia con el potencial de equilibrio previsto para Cl°, sugiriendo una
corriente transportada por Cl- en estas condiciones, dicha corriente no se observo en
presencia de NPPB y se mostr6 disminuida en ausencia total de Ca?* interno. Estos
resultados se encontraron respaldados por el hecho de que las corrientes estaban ausentes
en las celulas que no fueron transfectadas con Bestl y en las células con una mutacion de

residuos de triptéfano a cisteina (W93C) en Bestl que bloquea el poro del canal de
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aniones Best2. Por otro lado, la permeabilidad de GABA del canal Bestl se examind
reemplazando CI" en la solucion intracelular con GABA lo que causd variaciones en el
potencial de inversién dependientes de la concentracion intracelular de GABA, lo que
indica que la permeabilidad de GABA del canal Bestl es sustancial, aunque menor que la
de CI. Ademas, se analizé la dependencia de Ca®" del flujo de GABA midiendo la
corriente (a -80 mV) producida por diversas concentraciones intracelulares de Ca?". Se
encontrd que el potencial de inversion de la corriente no varié en ninguna de las
concentraciones intracelulares de Ca®*, lo que indica que la permeabilidad de GABA no se
ve afectada por Ca?*. Estos autores demostraron también la inmunolocalizacion de GABA

y Bestl en células gliales cerebelosas (Fig. 6C).

B)

A)

Whole brain
cDNA

Astrocyte
cDNA

Fig. 6. Expresion del canal Bestl en astrocitos. A) Expresion de los genes de bestrofina de
raton (mBestl, mBest2 y mBest3) por RT- PCR. Se empledé cDNA de cerebro de raton
completo (cCDNA de cerebro completo) o astrocitos cultivados (cDNA de astrocitos; Park
et al., 2009). B) Analisis por inmunofluorescencia de la expresion de mBestl en células
GFAP-positivas en la region del hipocampo CAl. Las puntas de flecha indican la
colocalizacion de GFAP con mBestl, barra de escala, 50 um. Los paneles inferiores
muestran el aumento de las iméagenes de los paneles superiores, barra de escala, 10 um
(Park et al., 2009). C) Inmunotincién para Bestl (a), GABA (b) y GFP (d) en secciones de
ratones transgénicos GFAP-GFP. Los pares de imagenes indicados se superponen en (c),
(e) y (). Bestl y GABA se coexpresaron en celulas de Purkinje (asterisco), interneuronas

(puntas de flecha blancas), glia de Bergmann (flechas) y astrocitos lamelares (puntas de
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flecha azul), pero no en células granulares. Todos los astrocitos positivos para GFP

expresaron Bestl (E) y mostraron tincion de GABA (F; Lee et al., 2010).

Los somas de las neuronas sensoriales pueden sintetizar y liberar GABA
Mas recientemente se ha propuesto que los somas de las neuronas sensoriales sintetizan y

liberan GABA vesicular (Du et al., 2017). Los autores muestran que las neuronas

sensoriales expresan las enzimas que sintetizan GABA (Fig. 7).

A
% 181 DRG culture T 257 Acute DRG
2 w 2 2
8 g we
g’ En 15
% 2 1
2 3
3 ? o5
3 3
3 g o
Control  K* K* (0] Control  K* K*

(100)  (150) (100)  (150)

DRG culture

Fig. 7. Sintesis y liberacion de GABA en las neuronas sensoriales. A) Liberacion de
GABA de cultivos celulares del GRD y de neuronas disociadas del GRD. B) Expresion de
genes involucrados en la sintesis de GABA por la via neuronal y de las subunidades de
RGABAA Yy RGABAg. C) Micrografias electronicas de secciones del GRD. Superior
izquierda, se muestran vesiculas somaticas. Superior derecha, se puede ver una vesicula
(flecha cerrada) fusionandose con la membrana (flecha abierta). Inferior izquierda,
vesiculas inmunorreactivas SV2 (marcador de vesiculas sinapticas) (ejemplo indicado por
la flecha cerrada) fusionandose con la membrana de la neurona (flecha abierta), que
también es positiva para SV2. Abajo a la derecha, inmunorreactividad de GABA en
vesiculas (flecha cerrada). La flecha abierta indica la membrana neuronal (Du et al.,
2017).
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El GABA se sintetiza por medio de una via caracteristica de las neuronas

En las neuronas, la sintesis de GABA se produce a través de la a-descarboxilacion de L-
glutamato por GAD, una reaccion irreversible que depende de la disponibilidad del
cofactor piridoxal-5 0-fosfato. Existen dos isoformas principales de GAD, una isoforma de
65 kDa (GADG65) y otra de 67 kDa (GADG67), de las que se hablard méas adelante. El
GABA puede encontrarse en la célula dentro de vesiculas o en el citosol y ambos tipos son
liberados por mecanismos diferentes (Soghomonian & Martin, 1998). Se ha reportado que
GADG65 se localiza en el botdn sinaptico participando en la sintesis de GABA y su
liberacion ocurre a través de un mecanismo vesicular (Jin et al., 2003), mientras que
GADG67 media la sintesis de GABA citoplasméatico (Soghomonian & Martin, 1998). Se
sabe que los astrocitos son células GABAérgicas que expresan GAD-67 (Watanabe et al.,
2002).

Los niveles de GABA en la hendidura sinéptica se regulan en parte por los astrocitos, ya
que median el ciclo glutamato/GABA-glutamina (Fig. 8; Bak et al., 2006). EI GABA
liberado en la terminal sinéptica es capturado por los astrocitos a través del transportador
de GABA (GAT) y se cataboliza a succinato por las enzimas mitocondriales GABA
transaminasa (GABA-T) y succinato semialdehido deshidrogenasa (SSADH). El succinato
posteriormente se convierte a glutamina (GIn) por la glutamina sintasa y la GIn se
transporta a las neuronas donde se convierte en glutamato (Glu) a través de la accion de la
glutaminasa activada por fosfato (PAG). Posteriormente, el GABA se sintetiza por la
GAD a través del glutamato y se coloca en vesiculas por el transportador vesicular de
GABA (Vgat; Govindpani et al., 2017).
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Fig. 8. Sintesis y liberacion de GABA en las neuronas del SNC (Govindpani et al., 2017).

El GABA puede sintetizarse por vias alternativas

Yoon et al., (2014) mostraron que en la glia el GABA puede ser sintetizado por la via de
degradacion de la putrescina y gque este proceso requiere de la enzima monoamina oxidasa
B (MAOB). Las vias de sintesis de GABA a partir de putrescina comienzan con la
desaminacion de ésta por la diamina oxidasa (DAO) que lleva a la formacion de GABA-
aldehido para finalmente ser oxidada por la aldehido deshidrogenasa a GABA (Fig. 9,
flechas verdes). Debido a que la actividad de la enzima diamina oxidasa (DAQO) se ha
encontrado Unicamente en la periferia y no en el cerebro, las vias de sintesis de GABA a
través de la putrescina son consideradas como exclusivas de tejidos periféricos (Watanabe
et al., 2002). No obstante, se ha calculado que la cantidad de GABA que puede ser
sintetizada a través de la putrescina en el cerebro de ratones adultos es tan solo del 2 6 3
%. En este trabajo se menciona que, en el cerebro en donde la actividad de la DAO es
baja, la putrescina es acetilada a monoacetil-putrescina la cual después se convierte a

GABA por la actividad de la monoamino oxidasa (MAO; Seiler, 1980) (véase Fig. 9).
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Semialdehido Ornitina

glutamico Ornitina

aminotransferasa Ornitina

descarboxilasa
(ODC)

Putrescina - - N- acetil- putrescina
N- acetil- transferasa

Aldehido Diamina oxidasa Monoamina oxidasa
deshidrogenasa (DAO) (MAO)
GABA - aldehido N- acetil GABA-
aldehido
Aldehido Aldehido
deshidrogenasa deshidrogenasa
Glutamato descarboxilasa
(GAD) Desacetilasa
Glutamato GABA N- acetil- GABA

Fig. 9. Via de sintesis de GABA a través de la ornitina y la prutescina (Watanabe et al.,
2002).

Otra via de sintesis del GABA, es la del glutamato, en la cual se forma glutamato a partir
de la ornitina y posteriormente el GABA es sintetizado del glutamato por la enzima GAD
(Fig. 9, flechas amarillas). En mamiferos existen dos isoenzimas de GAD, la GAD65 y la
GADG67, de 65 KDa y 67 KDa, respectivamente. Ambas son producidas por genes
diferentes, el gen que codifica a GADGS5 se encuentra en el cromosoma 10, mientras que el
gen que codifica a GADG67 se encuentra localizado en el cromosoma 2 humano. GADG7 se
expresa en el desarrollo embrionario mientras que GADG65 se expresa posteriormente,
cuando se requiere de la neurotransmision GABAérgica (Bender, 2012). GADG65 se
localiza en las terminales nerviosas en donde forma complejo con el transportador de
GABA (GABAT) vesicular y con otras proteinas necesarias para el empaquetamiento de
GABA en vesiculas sinapticas. Su principal funcién es la produccion de GABA como un
neurotransmisor (Watanabe et al.,, 2002). GAD 67 se encuentra como proteina
citoplasmatica en neuronas y en tejidos no neuronales. Esta enzima sintetiza GABA como
un neurotransmisor y como un factor tréfico en la sinaptogénesis, para la derivacion de
GABA como en el ciclo de Krebs y como un regulador del potencial redox durante el
estrés oxidativo (Bender, 2012). GAD67 es responsable de la sintesis de > 90 % de GABA
(Watanabe et al., 2002).

22



Ambas enzimas se regulan por fosforilacion de forma distinta, GADG65 se activa por
fosforilacion catalizada por la proteina quinasa C mientras que GAD67 se inhibe por
fosforilacion catalizada por la proteina quinasa A (Bender, 2012).
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Planteamiento del problema

Los receptores extrasinapticos GABAa y GABAg se expresan a lo largo de la neurona
sensorial regulando la excitabilidad celular y la liberacién de transmisor, respectivamente.
Sin embargo, se desconoce el origen del GABA que los activa. Existe una evidencia de
que el soma de las neuronas sensoriales de ratas sintetiza y libera GABA vesicular. Por
otro lado, se ha observado que la neurona sensorial no captura [*(H]JGABA, esto lo realiza
unicamente la célula glial satelital tanto de la rata como de la tortuga. En particular, se ha
comprobado que la célula glial satelital de tortuga es capaz de liberar [P H]JGABA, en
presencia de una concentracion alta de K* de manera independiente del Ca?* extracelular,
a través del canal de bestrofinal. Por lo tanto, existe una controversia sobre cual de las dos
celulas del GRD de los mamiferos es la que sintetiza y libera el GABA que activa los
receptores GABAA y GABAg extrasinapticos que se expresan en los axones y somas de

las neuronas sensoriales.

Hipotesis

Las CGS presentes en el GRD de rata poseen la maquinaria molecular necesaria para la
sintesis alterna de GABA y expresan la proteina Best1.

Objetivo general

Evaluar la presencia del ARN, asi como la inmunolocalizacion de las principales enzimas

que participan en la sintesis alterna de GABA en el GRD de las ratas.
Objetivos particulares

e Determinar la expresion genética de la maquinaria molecular que participa en la sintesis
alterna y liberacion de GABA.

e Localizar por inmunofluorescencia las células del GRD que expresan las proteinas
involucradas en la sintesis y liberacion de GABA, por la via de la putrescina y Bestl,

respectivamente.
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Método
Animales

Todos los experimentos se efectuaron con ratas Wistar macho de 200 -250 g. Los animales
tuvieron acceso a comida y agua ad libitum y fueron resguardados en condiciones de
bioterio hasta el momento de la realizacion del experimento. Este estudio fue aprobado por
el Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales (Cinvestav, Ciudad de México,
México; Protocolo 0098-16).

Obtencion de GRD

Las ratas se decapitaron y se extrajeron los GRD lumbares 4, 5y 6. Los GRD se
procesaron de acuerdo con los procedimientos experimentales a realizar que se describen a

continuacion.

Expresion de genes involucrados en la sintesis y liberacion de GABA

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica que permite obtener
multiples copias de una region determinada de ADN por medio de ADN polimerasa
termoestable, Taq polimerasa y cebadores de ADN contra una region determinada del gen
de interés. Para que la reaccion se lleve a cabo se somete a ciclos de cambios de
temperatura por tiempos determinados que permiten la sintesis del ADN.

La expresion del ARN del GRD se determin6 por medio de PCR de punto final. EI ARN
total se extrajo de los GRD usando el reactivo TRIzol (15596026, Invitrogen) de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. Para la sintesis de ADNCc, se utilizaron 5 ug de ARN
de GRD y 2 pg de ARN de cerebro total y se sometieron a transcripcion inversa con 1 pl
de oligo-dT (500 pg / ml) y 1 ul (200 U) de la enzima RT del virus de la leucemia murina
Moloney (No. 28025013, Invitrogen) en 20 ul de la mezcla de reaccion a 37 © C durante 1
h. La amplificacion de ADNCc se llevo a cabo mediante PCR en un volumen total de 50 pl,
3 ul de ADNc, 1 x tampon de PCR (Tris HCI 20 mM, KCI 50 mM, pH 8,4), 0,2 mM de
cada desoxinucleotido trifosfato, MgClegs 1,5 mM, 0.5 uM de cada cebador y 2.5
unidades de ADN polimerasa Taqg (Invitrogen) en un termociclador de PCR (Thermo

Fisher Scientific). Los cebadores oligonucleotidicos sintéticos utilizados para la
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amplificacion por PCR fueron disefiados con el software VectorNTI. Actina sentido 5'-
AAGATGACCCAGATCATGTT-3" y antisentido 5-GAGTACTTGCGCTCAGGAGG-
3'. Maob de rata sentido 5- ATGAGCAACAAATGCGATGT -3' y antisentido 5'-
TCAACTTCATTCACTTTATAGGTC-3.. Aocl de rata sentido 5'-
CAGACCCAGTACTCCCAGGA -3' y antisentido 5-TGTAGAGGCTGCTGCTGTAG-
3. Odcl de rata sentido 5- ATGGGCAGCTTTACTAAGGA -3' y antisentido 5'-
TGTAGAGGCTGCTGCTGTAG -3 Vmd2 de rata sentido 5'-
ATGACTATCACCTACACAAAC -3' y antisentido 5'-
TAACATAGAAACCCAGAACG -3'. La reaccion consistio en 30 ciclos de 94°C durante
45 s, 55°C durante 30 s 'y 72°C durante 1 min. Los productos de PCR se observaron por
electroforesis en geles de agarosa al 2 %, se tifieron con bromuro de etidio y se analizaron
bajo luz ultravioleta. La identidad del fragmento se confirmd mediante secuenciacién

automatica.

Localizacién de las proteinas involucradas en la sintesis y liberacion de GABA

La inmunofluorescencia es una técnica que utiliza la especificidad de anticuerpos
acoplados a marcadores fluorescentes por su antigeno y que al unirse permite la

visualizacion de la distribucion del mismo por medio de la marca fluorescente.

Para la obtencién de las muestras que se procesaron para inmunofluorescencia, se
perfundieron las ratas con buffer fosfato salino (PBS) frio durante 15 min
aproximadamente y luego con 200 ml de paraformaldehido al 4% (PFA al 4%) frio, ambos
fluidos se administraron por medio de una bomba peristaltica con un volumen de 3-8

ml/min.

Los GRD lumbares 4 a 6 se colocaron en PFA al 4% durante 24 h a 4°C. Después, los
GRD se suspendieron en sacarosa al 10%, 20% y 30% en PBS durante 24 h a 4°C por
cada concentracion. A continuacion, los GRD se lavaron tres veces con PBS en agitacion
durante 5 min cada uno y se permeabilizaron con triton al 0.2% en PBS (PBS-T) durante
10 min. Nuevamente, se realizaron tres lavados con PBS, luego un lavado con SDS al 1%
en PBS (PBS-SDS) por 5 min para después lavar tres veces mas con PBS. Se blogue6 con
albumina sérica bovina libre de 1gG al 5% en PBS-T (PBS-T-BSA) durante 30 min.
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Seguido a ello, se marcaron los GRD con anti-NeuN (1:200); anti-Glutamina sintetasa
(1:500); anti-Best-1 (1:50); anti-Monoamina oxidasa-B (1:1000); anti-Diamina oxidasa
(1:1000) y anti-Ornitina decarboxilasa (1:1000) en PBS-T-BSA durante toda la noche a
4°C y se hicieron tres lavados con PBS. A continuacion, se coloco donkey anti-rabbit
Alexa-488 (1:200) o sheep anti-mouse Alexa-594 (1:200) por 1 h a 4°C PBS-T-BSA, se
realizaron tres lavados con PBS y se mont0 el tejido en cubreobjetos. La especificidad de
los anticuerpos se determiné por la inclusién de controles negativos para descartar la
autofluorescencia o uniones no especificas de los anticuerpos. Las muestras se observaron

por medio de un microscopio confocal (LEICA SP8).
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Resultados

Debido a que existe evidencia de que la produccion de GABA glial se lleva a cabo por

vias alternas de sintesis, se evalud la presencia de las enzimas propuestas para la sintesis

de GABA en el GRD. Se determind la presencia de los genes que codifican a MAOB y

ODC en el GRD y en el cerebro, este Gltimo como control de expresion (Fig. 10). Ambos

genes estan presentes en el GRD. El tamafio de la banda de Maob del GRD y de cerebro

detectada en la electroforesis se encuentra entre los 200 y 300 pb, lo cual concuerda con el

tamano del gen amplificado (258 pb). Asimismo, el tamafio de la banda de Odcl del GRD

y de cerebro detectada se encuentra también entre los 200 y 300 pb, lo que a su vez es

consistente con el tamafio del gen amplificado (264 pb). La identidad molecular de estas

bandas debe ser confirmada por medio del uso de herramientas genéticas como un anélisis

de restriccion o por medio de secuenciacion genética.
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Fig. 10. Deteccion de genes que codifican a las proteinas involucradas en las vias de

sintesis alterna de GABA en GRD y cerebro.
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La ubicacion celular de las moléculas involucradas en la sintesis alterna de GABA se
realiz6 por medio de inmunolocalizacion. ODC se encontr6 en el soma de las neuronas
marcadas con NeuN (Fig. 11). Esta enzima se localiza en el citoplasma de las neuronas del
GRD. Es importante mencionar que el anticuerpo DAPI que marca nucleos se no se
observa en los nucleos neuronales, por lo que se puede pensar que este anticuerpo indica la
presencia de los nucleos de las células gliales. La marca del anticuerpo DAPI se observa
alrededor de los somas neuronales marcados por NeuN y alrededor de la marca del
anticuerpo ODC, con excepcion de pocas células, por lo que se podria pensar que ODC

solo se encuentra en el soma de las neuronas y no en las CGS que los rodean.

DAPI

2dO

931N

NeulN

Fig. 11. Inmunolocalizacion de ODC en el GRD. La proteina ODC (rojo) parece
encontrarse en el soma de las neuronas (verde) del GRD (flechas blancas). Con DAPI se

marcaron los nucleos celulares (azul).
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Por su parte, DAO se localiz6 en las CGS marcadas con glutamina sintetasa, una enzima
caracteristica de estas células (Fig. 12). Esta enzima se localiza en el citoplasma. En estas
imagenes, la marca del anticuerpo DAPI que marca nucleos se observa en las células

gliales marcadas con el anticuerpo glutamina sintetasa.

ovd

DAPI

93I9IN

Glutamia smtetasa

Fig. 12. Inmunolocalizacion de DAO en el GRD. DAO (verde) colocaliza con las CGS
marcadas con glutamina sintetasa (rojo) indicado por las flechas blancas. Con DAPI se

marcaron los nucleos celulares (azul).

Debido a la pandemia ocasionada por la enfermedad por coronavirus (COVID 19) causada
por el coronavirus tipo 2 del sindrome respiratorio agudo grave (SARS-CoV-2), los
experimentos planteados en este trabajo no pudieron ser llevados a cabo en su totalidad.

Los experimentos pendientes son la evaluacion de los genes Aocl y Vmd2 por medio de
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PCR, asi como la validacion de los resultados de los genes obtenidos por PCR por medio
de secuenciacion automaética. Asimismo, faltan por realizar las inmunofluorescencias de
MAOB y Bestl tanto en las neuronas como en las CGS, asi como la inmunofluorescencia
ODC en las CGS y de DAO en las neuronas. Ademas, queda pendiente la validacion de
los resultados obtenidos por inmunofluorescencia por medio de la utilizacion de siRNA

contra los genes que codifican a las proteinas evaluadas.
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Discusion

El presente trabajo aporta evidencia inicial sobre de la presencia de las moléculas
involucradas en la sintesis alterna de GABA en el GRD. Estas moléculas participan en la
sintesis glial de GABA segun lo reportado por trabajos previos (Lee at al., 2010; Yoon et

al., 2014).

El gen Maob esta presente en el GRD

A pesar de que en este trabajo se propuso evaluar la presencia de los RNAm de las
moléculas que participan en la sintesis y liberacion de GABA glial, fue posible identificar

Unicamente a Maob y Odcl, genes que codifican a MAOB y a ODC, respectivamente.

Se ha visto que la ausencia de MAOB por medio de silenciamiento genético con shRNA,
un knockout de MAOB o por el tratamiento con el inhibidor de MAOB, seleginina,
elimina las corrientes tonicas de GABA registradas en neuronas granulares de cerebelo y
en neuronas espinosas medianas del estriado (Yoon et al., 2014). La restauracion de
MAOB glial recupera las corrientes tonicas de GABA. Es posible que MAOB actle de
manera similar en el GRD, especificamente en la sintesis de GABA en las CGS (Fig.13).
La participacion de esta enzima en las neuronas sensoriales podria ser evaluada de manera
similar a la propuesta en el trabajo anterior si no fuera porque en estas células no se ha
observado la liberacion de GABA con excepcion del trabajo de Du et al., 2017. Aunado a
ello, en este Gltimo trabajo se muestra la posible sintesis y liberacion vesicular en el soma
de las neuronas del GRD, sin embargo, este hallazgo es contradictorio con a las
autorradiografias publicadas por Schon & Kelly (1974a; 1974b) en las cuales el GABA se

encuentra Unicamente en las CGS y no en las neuronas.

El gen Odcly la proteina ODC estan presentes en el GRD

Por otro lado, el gen Odcl fue encontrado en el GRD y por medio de inmunomarcaje se
determind su posible localizacién en el soma de las neuronas sensoriales. ODC cataliza la
conversion de ornitina a putrescina, es posible que la funcién de esta enzima con respecto
a la sintesis de GABA sea la produccion de putrescina a partir de glutamato. Esto debido a
que el glutamato podria ser reducido a glutamato-y-semi-aldehido utilizando ATP y
NADPH vy posteriormente ser aminado por la ornitina aminotransferasa para producir

ornitina como sucede en el intestino delgado (Ross et al.,1978; Henslee & Jones, 1982),
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ademas de ello, las neuronas sensoriales son caracteristicamente glutaminérgicas lo cual
apoya la hipdtesis anterior (Fig.13). Sin embargo, es necesario evaluar la presencia de
ODC en las CGS, debido a que es posible que esta enzima se exprese también en estas
células. Esto se realizard por medio de la inmunolocalizacion de ODC con glutamina

sintetasa, enzima caracteristica de las CGS.

La proteina DAO se expresa en las CGS

De acuerdo con las imagenes obtenidas por inmunofluorescencia, la enzima DAO se
expresa en las CGS. Este hallazgo sugiere que la sintesis de GABA en las CGS podria
llevarse a cabo a partir de la putrescina, debido a que DAO es la enzima encargada de
convertir a la putrescina en GABA-aldehido y posteriormente a GABA por medio de la
aldehido deshidrogenasa (Fig.13; Watanabe et al., 2002). Seiler (1980) report6 que la
putrescina en el cerebro del ratén se acetila y luego la monoamina oxidasa convierte la
monoacetil-putrescina en GABA. En este trabajo se indicd que en el cerebro DAO tiene
una actividad muy baja, sin embargo, se desconoce la actividad de esta enzima en el GRD.
Una posibilidad podria ser que la actividad de MAOB en el cerebro sea realizada por DAO
en el sistema nervioso periférico (SNP). Trabajos anteriores han reportado que en células
en las que se ha visto la ausencia de GAD, la sintesis de GABA puede ser realizada por
vias alternas en las que la putrescina es fundamental. Por ejemplo, por medio de
inmunohistoquimica se demostrd que las células de gastrina antropildricas, en las cuales
GAD no se detectd, producen GABA a través de la oxidacion de putrescina catalizada por
DAO (Hardt et al., 2000).
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Fig.13. Posible mecanismo de sintesis de GABA en las CGS y en las neuronas con base en
los resultados obtenidos en este trabajo y en investigaciones previas. Las abreviaturas
usadas son las siguientes: Glutamato (Glu); Glutamina (GIn); Glutamina sintetasa (GS);
Glutaminasa activada por fosfato (GAP); Glutamato deshidrogenasa (GluD); Aldehido
deshidrogenasa (AldD); Semialdehido glutamico (SemG); Ornitina aminotransferasa
(OrnA); GABA aldehido (GABAId); a-cetoglutarato (aKG).

La validacion de los resultados obtenidos por inmunofluorescencia se puede llevar a cabo
por medio de la deteccion de los antigenos a evaluar en modelos knockout de la proteina

objetivo utilizando herramientas genéticas, como CRISPR o siRNA.

El GABA puede ser liberado por el canal Bestl

A pesar de que en este trabajo no se pudo derminar la presencia ni la localizacion del canal
Bestl en el GRD, existen reportes en los que se demuestra que este canal interviene en la
liberacion de GABA glial (Lee et al., 2010). Aunado a ello, también se ha sefialado la
expresion de Bestl en las neuronas sensoriales, en las cuales toma parte como un canal
importante frente al dafio axonal. Boudes et al., en 2009 investigaron la corriente de CI

activada por Ca?* (CaCC) expresada en neuronas sensoriales adultas después de una lesion
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nerviosa. Ellos encontraron que la lesion aumenta la expresion de Bestl en los GRD y que
Bestl estd implicado en la expresion de la CaCC inducida por lesiones en neuronas
sensoriales. Este trabajo demuestra la expresion de Bestl en neuronas del GRD y que este

participa en la regeneracion nerviosa causada por axotomia.

Siendo asi, evaluar la presencia y participacion del canal Bestl en la liberacion de GABA
en el GRD podria sefalar el origen célular de este neurotransmisor y permitir dilucidar las

implicaciones fisiologicas del mismo.

Importancia del GABA en la glia del SN

Asimismo, se ha visto que las células gliales son capaces de liberar GABA en el SNCy en
el SNP. Ademas de las CGS en el SNP se encuentran otras células gliales, las células de
Schwann, las cuales son responsables de la mielinizacion de los axones de las neuronas
sensoriales. Estas células expresan al RGABAa (Faroni et al., 2012) y al RGABAg
(Magnaghi et al., 2004; Corell et al., 2014) al igual que en las CGS. EI GABA es
importante para las células de Schwann debido a que se ha visto que el RGABARg participa
en la proliferacion de las células de Schwann y en la mielinizacion (Corell et al., 2014).
Ademas, se piensa que el GABA, a partir del RGABAg, estd involucrado en la
regeneracion axonal (Corell et al., 2014). Corell et al., en 2014 evaluaron la expresién y la
participacion de GABA y del RGABAE en la mielinizacion y en la regeneracion de axones
dafados. Ellos encontraron que tanto GABA como el RGABAg se expresan
principalmente en células de Schwann no mielinizantes, que en los axones mas
mielinzados la expresion del RGABAg, de GABA y de GAD 65/67 disminuye y que el
RGABAg se sobreexpresa en nervios degenerados, asi como en el segmento distal del
nervio ciatico previamente seccionado. Estos resultados indican que tanto el RGABAEB,
GABA y GAD 65/67 intervienen en el proceso de mielinizacion y regeneracion de los
axones dafiados. Es por ello por lo que el papel de las células de Schwann en la sintesis y
liberacion de GABA en el GRD debe ser considerado debido a que estas células también
son capaces de almacenar GABA, aunque se desconoce si son capaces de sintetizarlo o si
lo capturan del medio extracelular. Aunque a diferencia de las CGS, en las células de
Schwann si se ha observado la presencia de GAD, sin embargo, no se ha evaluado si el

GABA que contienen puede ser liberado y de ser asi si es en cantidades suficientemente
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altas como para activar a los receptores a GABA que se encuentran en las neuronas

sensoriales.

Por su parte, se ha visto que en células progenitoras gliales O2A del nervio éptico en
cultivo se lleva a cabo la sintesis de GABA a través de putrescina, en estas células no se
encontro la expresion de GAD pero si se determind el inmunomarcaje de GABA. Ademas,
se mostré el incremento en la cantidad de GABA por HPLC cuando las células se
colocaron en un medio enriquecido con putrescina (Barres et al.,1990). Es posible que si
GAD no se expresa en las CGS la sintesis de GABA pueda ser a través de este

mecanismo.

¢El GABA se libera en las terminales axdnicas de las neuronas sensoriales?

A lo largo de las neuronas sensoriales se expresan receptores a GABA, sin embargo, hasta
el momento no se sabe cudl es la fuente del neurotransmisor que activa a estos receptores.
En el sistema nervioso central, la liberacion neuronal de GABA es dependiente del Ca?*
extracelular y se realiza mediante vesiculas que se fusionan con la membrana sinéptica o
mediante el GABAT (Storchak et al., 2002). En el SNP, se ha visto que la liberacion de
GABA es independiente del Ca?* extracelular y en cambio dependiente del Ca®
intracelular (Vargas-Parada, 2012). Esto indica, que la liberacion en el SNP no se realiza
de manera convencional por medio de vesiculas, debido a que la ausencia de Ca?

extracelular no interviene en la liberacion de [3H]JGABA en el GRD de tortuga.

Papel del GABA presente en las neuronas sensoriales en el dolor neuropatico

En el SNP, el GABA tiene una participacion relevante en procesos de dolor. Vit et al.,
(2009) propusieron que el GABA producido por GADG65 transfectado mediante un
adenovector reduciria el dolor en un modelo animal de dolor facial al actuar sobre los
receptores de GABA en las neuronas del ganglio trigémino. La transfeccion produjo la
expresion de GADG65 principalmente en las CGS y 6 dias después hubo una disminucién
estadisticamente significativa del comportamiento del dolor en la prueba de formalina
orofacial lo cual no se observo en las ratas control, este resultado llevo a los autores a
concluir que la transfeccion de CGS en el ganglio del trigémino con el gen GAD65

bloquea el comportamiento de dolor al actuar sobre los RGABAA de las neuronas.
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De igual manera, se han realizado investigaciones para determinar el papel de los
receptores GABAA en el dolor. Particularmente, se encontrd que el receptor asGABAA, el
cual se encuentra implicado en el dolor neuropético causado por diabetes, modula en esta
enfermedad la excitabilidad de las fibras aferentes primarias sin participar en la
despolarizacion mediada por los receptores GABAA sinapticos. El receptor asGABAA
tiene un papel antinociceptivo en ratas sanas y, por el contrario, s pronociceptivo en ratas
con dolor neuropético causado por diabetes e igualmente en estas Gltimas media la pérdida
de la depresion dependiente de la frecuencia del reflejo de Hoffman (Hernandez-Reyes et
al., 2019).

Asimismo, Du et al., (2017) reportaron que la aplicacion focal de GABA en el DRG
reduce la transduccién del dolor agudo in vivo. Estos autores administraron GABA,
agonistas (muscimol y baclofén) y antagonistas (bicuculina) de los receptores GABA y
bloqueadores de la recaptura de GABA directamente al GRD para investigar su influencia
en la transmision nociceptiva en un modelo in vivo en el que la sensacion dolorosa se
caus6 mediante la inyeccion en la pata trasera de rata del péptido inflamatorio nocivo
bradiquinina (BK) o el agonista de TRPV1, capsaicina (CAP). La administracion de
GABA, muscimol, baclofén suprimié fuertemente el comportamiento nocifensivo
inducido por la inyeccion ipsilateral de BK y CAP en la pata trasera. Aunado a ello, la
infusion focal de GABA en el DRG alivio el dolor cronico in vivo. La administraron de
GABA en el GRD atenu6 significativamente la hiperalgesia mecanica (A) y térmica (B)
producida por la inyeccion plantar de Freund's Complete Adjuvant (CFA) y por lesion por
constriccién crénica (CCI) a un nervio ciatico. Estos resultados sugieren que no solo el
dolor agudo sino también el dolor crénico puede atenuarse mediante la focalizacién del
sistema GABA en el DRG.

A pesar de la relevancia del GABA en el dolor en el SNP aun se desconoce su origen

celular y con ello su mecanismo de sintesis.

En resumen, los resultados preliminares de este trabajo muestran que los genes Maob y
Odcl se expresan en el GRD. Ademas, ODC se localiza en las neuronas sensoriales
mientras que DAO se expresa en las CGS. Sin embargo, es necesario realizar mas

experimentos para confirmar estos resultados.
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Perspectivas

Se sugiere determinar la participacion de las enzimas de la sintesis alterna de GABA en su
liberacion en el GRD de mamifero para asi determinar si la presencia del GABA
extracelular se da a traves de este proceso y no por liberacion vesicular.

Asimismo se recomienda llevar a cabo el protocolo de carga y liberacion de [*HJGABA
por despolarizacion causada por altas concentraciones de K* en el GRD de mamifero, asi
como la dependencia al Ca®* de dicha liberacidn, esto con el objetivo de conocer si este
proceso también se lleva a cabo de la misma manera en mamiferos como ocurre en
tortuga.

Inclusive se propone investigar la participacion del canal Best-1 en la liberacion de
[*H]GABA en el GRD de mamifero de manera que se determine si este canal permite la
liberacion de GABA en el medio extracelular el cual activa a los receptores a GABA en la

neurona sensorial.
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