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1.- RESUMEN DEL PROBLEMA SOBRE EL QUE VERSA LA TESIS

La capacidad de sefializacion espacial intra e interneuronal que le
confieren sus propiedades fisico - quimicas, hacen del 6xido nitrico (NO) un
neurotransmisor en volumen. Esta tesis plantea un problema cientifico central
inherente a la sefalizacién espacial: la capacidad de difusion biolégicamente
efectiva del NO en el sistema nervioso central (SNC). Los reportes
experimentales relativos a la cuantificacion directa de la difusion del NO en
tejido vivo son escasos. Los modelos tedricos y matematicos intentan
compensar esta ausencia de informaciéon. En la mayoria de los casos ambos
tipos de aproximaciones consideran al soma neuronal como fuente principal de
NO. En esta tesis se aborda en rodajas de tronco encefalico, el estudio de la
difusion de NO enddgeno y los mecanismos subyacentes a la modulacion de
dicha difusidon en el nudcleo motor del trigémino (NMT) del cobayo; en este
sistema la fuente nitrérgica esta representada por fibras premotoras finas y la
transmision de informacién es anterégrada, o sea que el NO liberado desde
dichas fibras modula motoneuronas postsinapticas. El patréon de conexiones en
el sistema nervioso es determinante en la especificidad de transferencia de la
informacién. El diseno de "conexiones" mediadas por el NO estd moldeado por
el patrén espaciotemporal de la difusion de NO. Este patrén a su vez es
determinado, entre otros factores, por las caracteristicas de la fuente
nitrérgica. De confirmarse en nuestro modelo que el NO enddgeno, generado
por activacién de la Oxido Nitrico Sintasa neuronal (NOSn) presente en las
fibras delgadas promotoras, ingresa en concentraciones bioldgicamente
efectivas a las motoneuronas trigeminales (blancos post-sinapticos
propuestos), se aportarian elementos para el mapeo de una red difusional
nitrérgica en dicho nucleo. Si ademas el volumen de difusién de NO fuera
modificable por acciones farmacoldgicas especificas se evidenciaria que el
patron témporo - espacial de estas redes difusionales nitrérgicas es transitorio,

dindmico y modulable.



2.- ANTECEDENTES Y MARCO TEORICO

Los antecedentes y el marco tedrico seran abordados de lo general a lo
particular. Se iniciard con una contextualizacidon histérica referida al problema
de la comunicaciéon en el SNC, se pasard luego a abordar los conceptos de
transmisién por cableado y en volumen, posteriormente se analizaran
diferentes aspectos de la transmisién en volumen mediada por NO y por ultimo
se haran aportes con respecto a la transmision mediada por NO en el NMT del

cobayo.

2.1.- Contextualizacion histdrica. Evidencias recientes para
interrogantes antiguas: de los postulados de Cajal y Golgi a la

transmision por cableado y en volumen de Agnati y Fuxe

Entre fines del S XIX e inicios del S XX, se debatian dos concepciones
opuestas y fundamentales acerca de la transmisién de la informacién en el
sistema nervioso central: la doctrina de la neurona del espafol Santiago
Ramodn y Cajal y la teoria reticularista del italiano Camillo Golgi. Mientras Cajal
postulaba que la comunicacién interneuronal se establecia por contigiidad,
siendo las neuronas unidades definidas independientes (teoria de la neurona),
Golgi alegaba, basado en la observacion de preparaciones tefiidas con su
técnica (1891a,b), que dicha comunicacién se producia por continuidad, como
en una especie de red continua o sincitio (teoria reticular). Ambos
investigadores realizaron los primeros mapas detallados de circuitos

neuronales en el SNC y desarrollaron la atinada idea de que la descripcion



estructural de la red neural tenia sentido funcional sélo analizandola
conjuntamente con los modos de comunicacidon entre las neuronas, por tanto
estructura y comunicacidén constituian dos aspectos inseparables de la funcién
del sistema nervioso. La repercusién de sus estudios, basados en evidencias
exclusivamente morfoldgicas, determind que dichos cientificos compartieran en
1906 el galardéon del Premio Noébel en Fisiologia y Medicina “a pesar de
defender posiciones tan diferentes y conflictivas con respecto a la organizacion
neural en el SNC” (De Carlos y Borrell, 2007). Durante varias décadas la teoria
de la neurona de Cajal fue tomando rasgos de paradigma. Simultdneamente,
ante el importante desarrollo del conocimiento sobre la transmisién sinaptica
(incluidos la definicién y los aportes de Sherrington), la concepcién de Golgi se
fue dejando paulatinamente de lado y “en los libros de neurofisiologia era
planteada como un gran error, pero... ¢realmente lo era?” (Agnati et al., 2007).

En la década de los '80 del siglo XX las ideas de Golgi fueron
revaloradas, recontextualizadas y ampliadas en vistas de la existencia de
distintas evidencias morfoldgicas y funcionales publicadas durante los ‘70 vy
‘80, lo cual llevd a varios autores a sugerir la existencia de vias para la
comunicacién interneuronal alternativas a la transmision sinaptica (Kiss y Vizi,
2001). Entre estas evidencias se encontraban: el mapeado de las redes
monoaminérgicas portadoras de un gran porcentaje de varicosidades
liberadoras de neurotransmisores en ausencia de sinapsis (Fuxe et al., 1967;
Fuxe y Jonsson, 1973; Descarries et al. 1975; Kalia et al., 1984), la
descripcion de otras sinapsis “en passant” en el SNC (Kalia y Richter, 1985), el

“spillover” de neurotransmisores actuando en receptores extrasinapticos (Alger
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y Nicoll, 1982), el descubrimiento de “mismatches” entre neurotransmisores y
receptores como por ejemplo en el sistema opioide (McLean et al., 1987;
Herkenham, 1987), la neuromodulacion por monoaminas (Cheramy et al.,
1981) péptidos (De Wied y Jolles, 1982) y otros novedosos neurotransmisores
(Fuxe et al., 1977; 1980) y la deteccion de potenciales sinapticos tardios de
varios minutos de duracién (Dingledine y Korn, 1985).

Diferentes propuestas surgieron para indicar que otros modos de
comunicacién podrian funcionar en el cerebro ademas de la transmisidn
sindptica. Dichas vias alternativas de comunicacién interneuronal recibieron
diferentes denominaciones como: transmisién no sinaptica entre neuronas
(Vizi, 1984), transmisién neuronal no clasica (Cuello, 1983) o transmision
parasinaptica operando en paralelo con los circuitos sinapticos (Schmitt, 1984).
Sin embargo todas estas denominaciones pasaban por alto la importancia de la
comunicacién glia-glia y glia-neurona y la comunicacién punto a punto que
involucra a las uniones gap y a la yuxtaposicion de membranas en el SNC. Es
asi que basados en estos y otros antecedentes Agnati y Fuxe postulan la
existencia de dos mecanismos complementarios de comunicacién intercelular
en el SNC: la ya bien conocida “transmisidn por cableado” y la “transmision en
volumen”; considerando como la transmisién en volumen de las sefales
aquella que se desarrolla a través del espacio extracelular y a través del liquido
cefalorraquideo (Agnati et al., 1986; Fuxe et al., 1988). En concordancia la
confirmacion de evidencias y el afianzamiento de ciertos conceptos que no

encajaban en el paradigma de Cajal’ y/o que no daban cuenta de la

! que comenzaba a sufrir una especie de “crisis Kunheana” (Agnati et al., 2007)
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conceptualizacion de la sinapsis quimica clasica, pero que si quedaban
contemplados por la propuesta de Agnati y Fuxe, fueron en aumento. Entre
dichas evidencias experimentales se incluyen: la amplia distribucidon de uniones
gap en el SNC de los mamiferos (Bennett y Goodenough, 1978), la descripcién
de comunicacion glia-glia y glia-neurona tanto por “cableado” como en
“volumen” (Ventura y Harris, 1999; Fields y Stevens-Graham, 2002), la
existencia de algunas respuestas fisioldgicas de lenta aparicién y desaparicion
como por ejemplo el suefio, el hambre o la respuesta sexual (Pfaus, 1999), asi
como también la existencia de neurotransmisores no convencionales como por
ejemplo gases (Gally et al., 1990). El principal criterio para la clasificacion que
divide la transmision por cableado y la transmisién en volumen son las
caracteristicas de la via o canal utilizado para la comunicacién (Agnati et al.,
2010):
- con fronteras fisicamente bien delimitadas en la transmision por
cableado (axones y sus sinapsis, uniones gap) y
- sin delimitacion fisica clara en la transmision en volumen (el
fluido extracelular que llena el tortuoso espacio extracelular y el
liguido cefalorraquideo que llena el espacio ventricular y el
espacio subaracnoideo).

Efectivamente la transmision por cableado (WT, por “wiring
transmission”) se define por la presencia de vias de comunicacién fisicas
dentro de circuitos neuronales, la comunicacién ocurre como si en un cableado
representado por estructuras relativamente fijas se produjera la rapida y

segura conduccién de los potenciales de accion. El prototipo de la WT es la

12



transmisidén sinaptica clasica con la transferencia punto a punto de sefales
quimicas en la hendidura sinaptica representando una transmision discreta
con baja a moderada divergencia y plasticidad y que se ha involucrado
preferentemente en la elaboracién elemental de acciones de corto término
(Fuxe et al., 2007).

En cuanto a la transmision en volumen (VT, por “volume transmission”)
se define como la comunicacién entre células nerviosas y/o glias entre si y/o
con células endoteliales y ependimales, caracterizada por la difusiéon de sefales
guimicas (neurotransmisores, neuromoduladores y factores tréficos) y el flujo
de corrientes idnicas (sefales electrotdonicas) en el fluido del espacio
extracelular del SNC (Agnati et al., 1986; Agnati y Fuxe, 2000). Esta
transmision involucra ademas vias de traslado a larga distancia en el liquido
cefalorraquideo (Nicholson, 1999) y a lo largo de vias o canales extracelulares
delineados por el empaquetado de la masa de las glias y neuronas y por la
arquitectura vascular. Para la VT se ha propuesto un papel preferencial en
acciones de largo término y en la elaboracion holistica de la informacién, con
participacion en la modulaciéon de largo plazo de grandes redes neurogliales
para el manejo de la informacién y el trofismo.

La teoria de que las redes neurogliales del cerebro estan organizadas en
dos modos complementarios de comunicacion para el manejo de la
informacién, VT y WT interactuando una con otra (Figura 1), resolveria el
conflicto entre las visiones opuestas de Golgi y Cajal sobre la comunicacion en
el sistema nervioso (Agnati et al., 2007). Al decir de Fuxe et al. (2010): "the

output of a neuronal network is not the sound of a soloist (one chemical
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signal), but most of the times of an orchestra since many VT and WT signals

interact according to precise chemical, temporal and spatial patterns”.

GOLGI versus CAJAL (1906): INTERNERONAL COMMUNICATION IN THE BRAIN

GOLGI'S PARADIGM (1891): PHYSICAL CONTACT BETWEEN CAJAL & SHERRINGTON'S PARADIGM (1890 1897):
NEURONS IS NOT A NECESSARY CONDITION FOR INTERNEURON A SPECIALISED REGION OF CONTIGUITY WITHOUT
COMMUNICATION SINCE ELECTRIC CURRENTS CAN LINK TWO CONTACT (SYNAPSE) IS A NECESSARY CONDITION FOR
NE URONS SEPARATED BY AN ELECTROLYTIC SOLUTION INTERNEURONAL COMMUNICATION

EPHAPTIC INTERACTIONS AKON AND SYNAPSE
FLOW OF IONS IN THE ECS FORM THE COMMUNICATION CHANNEL

SOURCE NEURON TARGET NEURON SOURCE NEURON TARGET NEURON
SOURCE OF THE ION SINK OF THE ION SOURCE OF THE RECEIVES AND DECODES

CURRENTS CURRENTS _ MESSAGE THE MESSAGE

AGNATI & FUXE {1985, 2000, 2005) CONSIDERED TWO NEW ASPECTS:
@ INTERCELLULAR AND NOT SIMPLY INTERNEURONAL COMMUNICATION IN THE BRAIN
® THE CHANNEL CHARACTERISTICS ALLOW TO DISTINGUISH TWO MAIN MODES OF INTERCELLULAR COMMUNICATION IN THE BRAIN

VOLUME TRANSMISSION: INTERCELLULAR WIRING TRANSMISSION (WT) INTERCELLULAR
COMMUNICATION NOT BASED ON ANY SPECIALIZED COMMUNICATION BASED ON A SPECIALISED CELL

CELL CONTACT OR CONTIGUITY CONTACT OR CONTIGUITY

30 DIFFUSION OF SIGNALS THE S|GNAL IS

IN THE ECS i.e., ALONG A
: TRANSMITTED ALONG A
NO PRIVATE CHANNEL PRIVATE CHANNEL

o — o

CELL SOURCE CELL TARGET CELL SQURCE CELL TARGET
OF THE SIGNAL OF THE SIGNAL OF THE SIGNAL OF THE SIGNAL

Figura 1: Representacion esquematica de las propuestas de Golgi, de Cajal y de Agnati
y Fuxe para la comunicacién intercelular en el SNC. Es de destacar la importancia que
Agnati y Fuxe le otorgan al proceso de comunicacidn entre todos los tipos celulares presentes en
el SNC y a la propuesta de la existencia de dos modos diferentes de comunicacion intercelular:
VT y WT, segun cual sea la via o canal a través de la cual esta se realiza (Tomado de Agnati et
al., 2007).
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2.2.- La evolucion del concepto de la transmision por cableado y

en volumen

2.2.1.- El avance en el perfil de las definiciones de WT y VT

En 1998 y 1999, Zoli et al. proponen una clasificacion mas detallada de
los distintos tipos de comunicacion intercelular en el sistema nervioso central
manteniendo la division entre WT y VT (véase la TABLA I). Los criterios
elegidos para el establecimiento de las categorias en la clasificacién fueron: a)
la relacion numérica fuente / blanco, entendiendo como fuente las estructuras
subcelulares que producen la sefial y como blanco las estructuras subcelulares
gue reconocen la sefial, b) la distancia entre la fuente y el blanco y c) el
tiempo de retardo entre la produccién de la sefal en la fuente y la accién en el

blanco.

TABLA 1 - Diferentes tipos de comunicacion intercelular en el SNC
(Tomada de Zoli et al., 1998)

Different types of intercellular communication in the central nervous system

Transmission type S /T ratio S /T distance S/ T delay

Wiring transmission
1. Quasi-continuity
Gap-junction 1:1 2-3 nm s

2. Contiguity
Membrane juxtaposition 1:1 2-10 nm ms
Closed synaptic transmission 1:1 20-50 nm ms

Volume transmission

1. Diffusion-based
Local ion currents ltn.n>1l-n=1 100 nm—mm ms—s
Paracrine transmission

Open synaptic transmission Lin.n>1-n=1 100 nm—mm ms—min
Non-synaptic source® Iin.n=1 Jm—mm s—min
. . b .
Para-axonal transmission In.n=1 mm min

2. Convection-based
Para-vascular transmission® lin.n>1 mm-—cm min
Intra-CSF transmission I:n.n=1 mm-—cm min

Abbreviations: CSF = cerebro-spinal fluid. §/T = source /target.
" Note that all transmitters of nonneuronal (e.g., astroglial) origin acting on neighboring cells belong to this transmission type.
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Dichos autores? definen la transmisién en volumen en forma mas
detallada como una modalidad de transmisién no sindptica y difusa, que tiene
una relacion fuente / blanco menor a 1 (menos fuentes que blancos), pudiendo
ser la fuente una terminal presinaptica o cualquier otro sector de una neurona
u otro tipo celular del sistema nervioso. Este tipo de transmisién con alta
divergencia prescinde de sofisticadas uniones intercelulares (como las sinapsis)
y no tiene limitaciones espaciales, permitiendo comunicar todas las fuentes con
todos los blancos, en forma verdaderamente multidireccional, y a mayor
distancia (um a cm) que la de la hendidura sinaptica (nm). En general la
concentracion de la sustancia sefial que llega al blanco es baja (nM) mientras
gue la afinidad con los receptores capaces de su deteccidén y decodificacion es
alta (pM a pocos nM). El retardo de la transmisidn se encuentra en el orden de
los segundos a minutos y los efectos biolégicos en los que interviene son
principalmente de tipo tdnico.

La clasificacién basicamente dicotdémica de la comunicacion intercelular
en el SNC es aun considerada valida y las propiedades diferenciales mas
notables entre WT y VT se resumen en la TABLA II, pero recientes evidencias
sobre la existencia de inesperadas estructuras especializadas para la
comunicacidon intercelular (como exosomas y tlUneles de nanotlbulos?®),

plantean la necesidad de refinar el modelo de clasificacion.

2 Integrantes del equipo de Agnati y Fuxe

3 Que permitirian la comunicacion intercellular de proteinas, mtDNA and RNA en microvesiculas
en el primer caso y hasta de mitocondrias enteras en el segundo. Si bien queda mucho por
demostrar y verificar al respecto de la presencia y funcién de estos nuevos mecanismos no es
posible desconocer la potencial importancia de dichos hallazgos.
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TABLA 11 — Propiedades diferenciales entre los circuitos de WT y VT
(Tomada de Fuxe et al., 2007)

Table 3 - Differential properties of WT and VT circuits

WT VT
Cell composition Mainly between Any cell type in
neurons and the CNS
between astrocytes
Divergence Low Potentially high
Type of connectivity Preferentially serial Preferentially parallel
Space filling High Low
Time scale ms to s s to min
Biological effect Typically phasic Typically tonic

2.2.2.-Nuevos criterios para clasificar la comunicacion
intercelular en el SNC: de las redes celulares a las redes

moleculares

Las adaptaciones propuestas a la clasificacién de WT y VT se basan en
criterios extraidos de la informatica que se adaptan para clasificar las redes de
comunicacién en el SNC y trata de incluir los novedosos hallazgos que
permiten la identificacidon de nuevas subclases de WT y VT*.

Los circuitos neuronales se caracterizan entonces como redes
informaticas en las que se identifican como componentes: a) los elementos
computacionales o nodos, b) las vias o canales de comunicacidon entre los
nodos y c) las sefales y procesos que permiten su transmision a lo largo de
dichos canales. A veces estos componentes no son facilmente separables en el

SNC donde se identifican varios niveles jerarquicos computacionales dentro del

* Si bien no se pofundizaréd aqui sobre dichas subclases, si se analizaran los criterios de la
informatica que permiten refinar la clasificacion original.
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circuito neuronal y frecuentemente un nodo puede ser resuelto dentro de una

red de mayor miniaturizacion tal como se representa en la Figura 2 que ilustra

el concepto de “redes de redes”. De acuerdo a esta linea de pensamiento el

cerebro es considerado como una red de neuronas conectada por axones y las

neuronas son consideradas ellas mismas como una

red de moléculas

conectadas por reacciones bioquimicas (Agnati et al., 2004). Cada circuito

neuronal estaria formado por una jerarquia de redes con diferentes grados de

miniaturizaciéon (celular, molecular, submolecular) trabajando a veces en

paralelo y a veces en serie.

NESTED NETWORKS OF DIFFERENT LEVEL OF MINIATURISATION

CELLULAR NETWORK
LOWER LEVEL OF MINIATURISATION
HIGHER DEGREE OF INTEGRATION

MOLECULAR NETWORK

HIGHER LEVEL OF MINIATURISATION
LOWER DEGREE OF INTEGRATION

|

IT IS POSSIBLE TO DISTINGUISH
MEMBRANE-ASSOCIATED
MOLECULAR NETWORKS FROM
INTRACYTOPLASMIC NETWORKS

= WT

AS FORANY COMPUTATIONAL NET, ALSO FOR COMPLEX CELLULAR NETWORKS AND MOLECULAR NETWORKS
IT1S POSSIBLE TO DISTINGUISH: NODES, CHANNELS AND COMMUNICATION SIGNALS:

O NODES ARE ELEMENTS WHERE ELABORATIONS OF INPUTS AND RELEASE OF SIGNALS OCCUR; @ HUB
; CHANNELS ARE PATHWAYS WHERE A COMMUNICATION PROCESS BETWEEN TWO NODES OCCURS

L S COMMUNICATION SIGNALS ARE CODED INFORMA TION TRANSMITTED ALONG A CHANNEL

Figura 2 - Concepto de redes de redes. Representacion esquematica de una red celular y de

una red molecular contenida en ella.

El esquema permite deducir los principios de

miniaturizacion y de jerarquizacién (Tomada de Agnati et al., 2007).

la
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Por lo tanto ademas de los dos modos de comunicacion propuestos en el
SNC (VT y WT), pueden distinguirse dos tipos de redes: celulares vy
moleculares (mas alld de que modo de comunicacidon internodo esté
involucrada). Dado que las acciones de integracién en el SNC depende de
todos los tipos celulares presentes en él Agnati y Fuxe, (2000) han introducido
el concepto de “red celular compleja” definida como el grupo de células de
cualquier tipo que intercambia sefales en cierto volumen de tejido cerebral y
gracias a ese intercambio es capaz de integrar las entradas de informacion de
forma de dar salidas adecuadas. Considerando lo antes expuesto aunque el
principal y uUnico criterio para diferenciar WT y VT es el de los limites fisicos de
los canales de transmisién (bien delineados en la WT pero no en la VT), es
posible realizar una clasificacion de los tipos de comunicacién intercelular mas
detallada tomando en cuenta también las caracteristicas de la sefal y los
procesos que permiten su transmisién a lo largo de dichos canales. Se
consideraran los siguientes criterios de la comunicacién tomados de la
informatica (Agnati et al., 2010): a) la conectividad, b) la privacidad y c) la

seguridad tal como se plantea en la TABLA III.
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TABLA 111 — Posibles criterios informéaticos para la clasificacion de las redes de

comunicacién en el SNC. (Tomada de Agnati et al., 2010)

Table 1- Possible informatics criteria to classify communication networks of CNS.

Network feature Types Description

Connectivity Static The network structure does not change with time.
From a formal point of view it can be defined as:
G=(V.E)

where G is a graph, i.e., a 2-ple composed by
V={ w, 1<i<N} the set of vertices (nodes)
E={ (wv): eV} the set of edges (connections)
Dynamic The network has a time-varying structure
At a particular instant of time t it can be described as:
G(t)=(Vit), E()
Where:
E(t)={(u,v): uv=V(t) and communicating at time t}
Signal privacy Reserved Signal needing a specific “decoder” to be decrypted
Neurotransmitters and, more generally, signals using specific receptor
systems are of this type
Broadcast “Public” signal, ie., interpreted by all the involved elements
Physical quantities or membrane permeable molecules are of this type
Signal safety Unsafe The signal can be altered during its travel from the source node to the
destination node
Safe The signal comes to the destination node without alteration
Channel (Main criterion to distinguish Private Physically delimited pathway between two nodes of the network. v
volume transmission from This type of channel characterizes WT
u I
V@

wiring transmission)

Diffuse The whole available space between the network nodes is
potentially used to exchange signals.
Thus, no end-to-end path is present between two *
communicating nodes, but there is a temporally ordered I
sequence of events that connects the two nodes. =
This type of channel characterizes VT '.

u©

a) En cuanto a la conectividad, si la conexion entre células puede ser
rapidamente formada o removida constituye una “red dindamica”, pero si la
estructura de una red de comunicacién tiene un patrén estable en el tiempo

constituye una “red estatica”.

b) Una sefial tiene maxima privacidad (es “reservada”) cuando
solamente las células dotadas con un aparato especifico de reconocimiento y

decodificacion de la sefal (por ejemplo un receptor especifico) pueden tener
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acceso a ella. En forma contraria una sefial cuenta con baja privacidad (es de
“banda ancha”) cuando cualquier célula alcanzada por la sefal tiene acceso a
ella. EI mas frecuente decodificador para la transmision en volumen es la
proteina G acoplada a receptores extrasinapticos ubicados en la superficie de la
membrana de las neuronas y las células gliales pero ademas enzimas y canales
idnicos también son blancos de la transmision en volumen con diferentes
grados de privacidad. La mayoria de las sefales de la transmisién en volumen
son reservadas a excepcidn de los potenciales de campo® y el CO, que son dos

tipicos ejemplos de sefales de banda ancha por tener un cddigo abierto.

c) Una sefal “segura” es aquella que no es alterada durante su
conduccidon desde la fuente hacia el blanco. Una sefal es “insegura” si puede
ser alterada durante este recorrido, este seria el caso de algunas sefales que
pueden ser destruidas o modificadas por accién enzimatica en el espacio

intercelular.

Con la base de estos conceptos puede elaborarse una caracterizacién
mas detallada de la WT, la VT y sus subtipos tal como lo representa la TABLA
IV (véase atentamente la definicién de términos en el sector inferior de dicha

TABLA).

> Una célula nerviosa podria por medio de su actividad eléctrica modular otra célula dentro de un
rango de micrometros a través del flujo idnico en el fluido extracelular.
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TABLA 1V - Resumen de los diferentes tipos de WT y VT que integran las redes de
comunicacién en el SNC (Tomada de Agnati et al., 2010)

Table 2 - Summary of the different types of wiring transmission and volume transmission forming the communication

networks of the brain ( see )

Network Signal privacy Signal safety Channel Connectivity
Synaptic transmission (Section 1.1) Reserved Safe Private (W'T) Static and/or dynamic®
Gap junctions (Section 1.2) Broadcast Safe Private (W'T) Dynamic

Ephaptic transmission (Section 2.1) Broadcast Safe Diffuse (VT) D].'namicb
Perisynaphic transmission (Section 2.2) Reserved Unsafe Diffuse (VT) Dynamic

Classical volume transmission (beyond Reservad (commmman) Unsafe Diffuse (V'T) Dyn armic

the perisynaptic region) (Section 2.3) or broadcast (rare)

THNT (Section 3.1) Broadcast Safe Private (W'T) Dynarmic

Roamer type of VT (Section 23.3) Reserved or Broadcast Safe Diffuse (VT) Dynamic

Definitions of the terms:

- Reserved: a specialized receptor apparatus is needed to decode the message
- Broadcast: no specialized receptor apparatus is needed to decode the message
- Private: the channel transmit signals along a conductor with clear cut physical boundaries
- Diffuse: the channel transmits signals along a conductor without clear cut physical boundaries, hence signals can
potentially migrate in any direction
- Safe: the signal is not altered during its conduction from the source to the target
- Static: the connection between the source and the target is maintained for relatively long periods of time (sometimes for
a life-long period)
- Dynamic: the connection between the source and the target can be rapidly formed and/or removed.
* Synaptic transmission is endowed with a potential high plasticity; hence it eould give rise to neural networks characterized by different types
of connectivity. They include networks that once established exhibit an almost stable (static) configuration (as, for instance in the primary visual
cortex; Hensch, 2005), as well as dynamic networks in which a number of connections are ¢x novo established (see, for instance, the neural
circuitry responsible for seasonal breading in several species; Adams et al., 2006) or re-activated (see Kerchner and Nicoll, 2008 for a review on
‘silent synapses’) whenever needed.
B Ephaptic transmission is highly dependent on the volume fraction of the ECS and the composition of the ECM, which can affect the diffusion
pathways of ion currents (see also the text).

Por lo tanto se podria decir que la WT se caracteriza por desarrollarse en
una via o canal de comunicacion “privada” bien definida integrada por los
complejos macromoleculares estructurales que funcionan como cableado que
conecta en la red un nodo fuente con un nodo blanco. Dentro de la WT entre
células del SNC se reconocen el modo de contacto fisico (uniones gap) y el de
casi contacto (sinapsis quimica). En cambio la VT se desarrolla por una via de
comunicacién “difusa”, pobremente definida desde el punto de vista
estructural, en la cual todo el espacio disponible entre los dos nodos de la red
es potencialmente utilizable para intercambiar la sefial. La transmisidon de las

sefiales quimicas o eléctricas tiene lugar por difusion y/o conveccion
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tridimensional en el medio interpuesto entre los nodos a una distancia mayor

que la hendidura sinaptica (Figura 3). Si bien no hay una via Unica en la red

que finalice en cada uno de los nodos, existe una secuencia de eventos

ordenada temporalmente que conecta ambos.

BASIC FEATURES OF WT & VT

WIRING TRANSMISSION WT
COMMUNICATION WITH “QUASI CONTACT”

WIRING TRANSMISSION (WT) BASIC FEATURES

s

WT IMFLIES "SPACE FILLING” DUE TO DEDICATED TRANSMISSION
LINES: FROM NEURON A. (SOURCE OF THE SIGNAL) A CHANNEL MADE
BY OTHER NEURONS IS NEEDED TO REACH NEURON C. (TARGET OF
THE SIGHAL)

WT DOES NOTIMPLY "$PACE FILLING" DUE TO DEDICATED
TRANSMISSION LINES: FROM NEURON A. THE SIGNAL REACHES
NEURON C. BY MEANS OF DIFFUSION IN THE EATRACELLULAR SPACE

WT ALLOWS "PRIVACY" AND “"HIGH SAFETY" OF COMMUNICATION
WHICH ARE & CONSEQUENCE OF THE TYPE OF CHANNEL [¢.9.. AXONS
BND SYNAPTIC CONTACTS)

VT ALLOWS "PRIVACY" OF COMMUNICATION: PRIVACY IS DUE TO THE
PRESENCE ONLY ON THE TARGET NEURONS [eg., NEURON C.) OF
RECEPTORS DECODING THE SIGNAL RELEASED FROM A,

VT HAS 4 "LOW SAFETY" OF COMMUMNICATION AS A4 CONSEQUENCE
OF THE TYPE OF CHANNEL (DIFFUSION PATHWAYS IN THE
EAXTRACELLULAR SPACE)

Figura 3: Caracteristicas basicas de la WT y la VT. Panel superior: representacion
esquematica de la transmisidon por cableado (WT) y la transmisién por volumen (VT). Panel
inferior: Representacion esquematica de las principales caracteristicas de la transmisiéon por
cableado (izquierda) y la transmisién en volumen (derecha) considerando algunos criterios de la
comunicacidn informatica. (Tomada de Fuxe et al., 2007)
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Las sefales en VT pueden ser liberadas desde cualquier tipo de célula
cerebral (astro, micro, oligodendroglia, células ependimales) y desde cualquier
sector celular tanto desde dendritas, somas, terminales axdnicas,
varicosidades y/o lugares carentes de cualquier tipo de especializacién
sindptica u de otro tipo. La “privacidad de la sefial” cuando esta presente es en
general dada por el cédigo quimico como por ejemplo la especificidad para un
receptor. La ausencia de un “cableado” que comunique la fuente con el blanco
de la sefal en general reduce la seguridad de la misma. Las sefiales que
migran por el fluido extracelular pueden ser detenidas si alcanzan un “camino
ciego” (Hrabetova et al., 2003), si son inactivadas por enzimas o aclaradas en
los vasos sanguineos (Jansson, 2000) o recaptadas a las células por

transportadores (Rice y Cragg, 2008). En la Figura 4 a modo de cierre de este

item se esquematizan algunos ejemplos de VT en el SNC.
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C3 VT signal receptor
TR & VT signal precursor

O VT signal transporter
(ﬁj @ T signal biosynthetic enzyme
g v ll ion channel

Figura 4: Representacion esquematica de
distintos ejemplos de VT en el SNC. Si bien el
esquema no se ajusta a la clasificacion mas actual
descrita anteriormente aporta ejemplos concretos de
células liberadoras y mensajeros en cada caso (@)
Transmision sindptica abierta (neuronal) liberacién
intrasinaptica del neurotransmisor por vesiculas en la
hendidura sindptica y difusidn a una concentracion
efectiva para actuar en receptores extrasinapticos (ej.
“spillover” de aminoacidos) (b) Transmision sinaptica
abierta (neuronal) liberacidon extrasinaptica del
neurotransmisor directamente al fluido extracelular
extra-hendidura sinaptica (ej. liberacion no sinaptica de
neuropéptidos) (c): Transmisidon paracrina (neuronal)
liberacion vesicular desde varicosidades
extrasinapticas; éstas no poseen ni especializaciones
presinapticas ni densidad postsinaptica (ej. liberacién
difusa de catecolaminas). (d) Transmision paracrina
(neuronal o no neuronal) funcionamiento reverso de
mecanismos de recaptacidon (ej. glutamato, D-serina y
GABA desde astroglia y glutamato y dopamina desde
neuronas) (e) Transmision paracrina (no neuronal)
liberacion calcio dependiente de vesiculas desde
elementos celulares no neurales (ej. endotelina desde
células endoteliales (f) Transmisidn paracrina (neuronal
o no neuronal) liberacién de “gasotransmisores” (ej. NO
desde neuronas y endotelio) (g) corrientes idnicas
locales inducidas por actividad de canales sensibles a
neurotransmisores o voltaje dependientes neuronas o
glias (Tomado de Zoli et al., 1999)



2.3.- El 6xido nitrico (NO): un mensajero en volumen para la

transmision “NO sinaptica” en el SNC

Las sefales de la VT se dividen en dos grandes grupos: (1) las senales
fisicas, como por ejemplo potenciales de campo, y (2) las sefales quimicas
como por ejemplo neurotransmisores, factores de crecimiento, etc. Desde el
punto de vista estructural las sefales quimicas de la VT presentan una gran
diversidad (lo que les otorga también gran diversidad de peculiaridades en la
transmisidén) y por ser un tipo de transmisién difusa es importante distinguir
las sefiales hidrofilicas de las lipofilicas. Las primeras tienen su volumen de
difusidon practicamente confinado al espacio extracelular, es el caso de las
monoaminas y los péptidos que difunden en el fluido extracelular como sefiales
VT de corta y larga distancia y operan por la activacién de receptores de
membrana (Fuxe et al., 2007). Las segundas por el contrario pueden difundir
con facilidad a través de la estructura lipoproteica de las membranas celulares
y por tanto tienen un amplio espacio de difusion, este es el caso de dos
neurotransmisores no convencionales: el NO y el CO (Dawson y Snyder, 1994;
Barafano et al., 2001; Mustafa et al., 2009) y sera sobre el primero que se
centrara el analisis.

A esta pequefia molécula “"NO” le faltan reconocimientos; ya en 1992 la
revista Science habia seleccionado al NO como la “molécula del afio” lo que
demostraba el amplio interés de la comunidad cientifica en investigar sobre el

tema. En 1998 nuevamente un neurotransmisor fue responsable del
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otorgamiento de un premio Ndbel®, en este caso el premio Ndbel de Fisiologia
y Medicina fue otorgado en forma compartida a Ferid Murad, Robert Furchgott
y Louis Ignarro por sus aportes independientes en la demostracion de la

actividad farmacolégica del NO’.

2.3.1.- Los criterios que definen a un neurotransmisor

La demostracion de que el NO es un mensajero bioldgico en el sistema
nervioso, sintetizado en neuronas e involucrado en fendmenos como la
plasticidad sinaptica y la potenciacion postsinaptica de larga duracién
(Garthwaite et al., 1988; Gally et al., 1990; Snyder, 1992; Bredt y Snyder,

A\Y

1992), contribuyd a consolidar la concepcién “no clasica” de la

"8, Desde la mirada conceptual de la

neurotransmision mediada por un “gas
neurotransmision quimica clasica para que una sustancia sea considerada
como un neurotransmisor debe cumplir ciertos criterios establecidos pos hoc
basados en los mecanismos conocidos de dicha neurotransmision. Los
principales criterios serian®: 1) La maquinaria biosintética de un
neurotransmisor debe estar presente en la neurona presinaptica; 2) La
sustancia debe encontrarse almacenada en vesiculas en la terminal

presindptica; 3) La sustancia debe liberarse ante la estimulacién nerviosa

presinaptica; 4) La administracidn exdgena de la sustancia debe provocar una

6 Esto ya habia acontecido en 1970 como se mencionard mas adelante.

7 Se plantea que se excluyd injustamente de compartir el reconocimiento a Salvador Moncada,
de amplia trayectoria en el tema, pero el limite de investigadores por premio era tres.

8 En realidad en condiciones bioldgicas el NO se encuentra disuelto en soluciones fisioldgicas
(Beckman y Koppenol, 1996).

° Basados durante mucho tiempo en que cualquier neurotransmisor debiera asemejarse a la
acetilcolina ya que era el neurotransmisor conocido (Boehning y Snyder, 2003)
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respuesta, que imita la causada por la estimulacién nerviosa presinaptica; 5)
Aquellas drogas que modifican la respuesta causada por la sustancia, deben
provocar las mismas modificaciones en la respuesta causada por Ila
estimulacién nerviosa presinaptica; 6) En la postsindpsis debe encontrarse el
receptor especifico para la sustancia candidata a transmisor y 7) En la sinapsis
0 en su cercania deben encontrarse mecanismos que determinen el cese de la
accion de dicha sustancia neurotransmisora sobre la postsinapsis. Varias
sustancias fueron reconocidas como neurotransmisores a lo largo del Siglo XX
por el cumplimiento de criterios que evolucionaban y se modificaban ante el
surgimiento de diversas evidencias experimentales'®, e incluso el Premio Nébel
de Fisiologia y Medicina de 1970 fue otorgado a Axelrod, Katz y von Euler!!
fundamentalmente por sus descubrimientos en torno a sustancias
neurotransmisoras, su almacenamiento, liberacién e inactivacion (Snyder,
2009). En los ‘20 se identific6 como neurotransmisor a la acetilcolina, la
noradrenalina en los ‘40, los aminoacidos en los ‘60 y entre los ‘70 y ‘80 los
neuropéptidos (Baranano et al., 2001). Si bien la designacidon de una molécula
como neurotransmisor depende de los criterios empleados y estos criterios
inicialmente se basaban en las propiedades de la acetilcolina, con la aparicién
de cada nuevo candidato las reglas se iban modificando y ampliando (Boehning
y Snyder, 2003) y en la década de los '90 el NO fue reconocido como el primer

neurotransmisor de naturaleza “gaseosa” tanto a nivel periférico como central

10 Se puede consultar los criterios mas actualizados y ajustados al nuevo estado del
conocimiento de la neurobiologia en los tratados especializados como por ejemplo Fundamental
Neuroscience (Squire et al., 2003, segunda edicidn)

11 Axelrod fue honrado por su estudio del mecanismo involucrado en la inactivacién de la
noradrenalina, Katz por describir la liberacion de cuantos de acetilcolina en la unidn
neuromuscular y von Euler por demostrar el papel de la noradrenalina como neurotransmisor en
el sistema nervioso simpatico.
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(Gally et al., 1990, Bult et al.,1990; Snyder, 1992; Edelman y Gally, 1992;
Dawson y Snyder, 1994; Garthwaite y Boulton, 1995; Rand y Li, 1995).
Algunos autores prefirieron denominarle cautelosamente como mensajero
neural mientras que otros mas audaces acufiaron afios mas tarde el término de

“gasotransmisor”!? .

2.3.2.- Las caracteristicas fisico-quimicas del NO lo

convierten en un neurotransmisor atipico

Este neurotransmisor “atipico” es atipico en su naturaleza quimica, su
biosintesis, su mecanismo de accion y su localizacién celular (Barafiano et al.,
2001). Las Oxido Nitrico Sintasas (NOS) catalizan la oxidacion de la L-arginina
a L-citrullina y NO; la sintesis enzimatica de NO es compleja y depende de la
disponibilidad de cofactores como NADPH, FAD, FMN, hemo v,
tetrahidrobiopterina (Figura 5, Alderton et al., 2001; Mayer, 1995; Hill et al.,

2010).

Citrulline

NO (or NO-)

Figura 5: Esquema general de la sintesis de NO por la NOS a partir de Argininay O,
(Tomado de Alderton et al., 2001).

12 principalmente el grupo de Solomon H. Snyder de Johns Hopkins University School of
Medicine, USA.
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Las propiedades fisico-quimicas del NO determinan caracteristicas
peculiares en la neurotransmision nitrérgica; a diferencia de otros
neurotransmisores el NO difunde facilmente a través de las membranas
bioldgicas (Denicola et al., 1996) y no puede ser almacenado en vesiculas
sindpticas ni ser liberado por exocitosis desde las neuronas. Al no poder
regularse su almacenamiento y liberacidn por exocitosis el NO debe ser
producido de novo por la isoenzima 6xido nitrico sintasa neuronal (NOSn) ante
requerimientos funcionales y por esta razon la disponibilidad de NO es
altamente regulada a nivel biosintético por multiples mecanismos. La sintesis
de NO por las isoenzimas NOS puede ser regulada por modificaciones post-
translacionales de la NOS, el control de su ubicacién dentro de las células, la
disponibilidad de sustrato y cofactores y la presencia de otras proteinas con las
que la NOS puede conformar complejos estables (Hill et al., 2010). La iso-
enzima NOSn estd presente en varios tipos neuronales (Bredt et al., 1990) vy
su mapeo histoquimico en el SNC fue posible cuando se la identific6 como la
enzima responsable de la reaccién histoquimica de la NADPH-diaforasa®® (Hope
et al., 1991; Dawson et al., 1991) lo que evidencido cuales poblaciones
neuronales podrian operar via la sefial de NO (Vincent y Kimura, 1992). La
NOSn es una isoenzima constitutiva de activacion rapida que genera NO en
concntraciéon nanomolar baja (Derbyshire y Marletta, 2009), es regulada in
vivo en forma Ca®*/calmodulina-dependiente (Bredt y Snyder, 1990;
Garthwaite y Boulton, 1995; James et al., 2009) y por lo general se activa

durante el influjo de Ca’* a la célula a través de receptores glutamatérgicos de

13 fosfato de dinucledtido de nicotinamida y adenina reducido-diaforasa (NADPH-d)

29



tipo NMDA (N-Methyl-D-aspartato). La localizacion intracelular de la NOSn
influye en la regulacion de su actividad (Boehning y Snyder, 2003); en una
suerte de compartimentalizacion en microdominios la NOSn esta conectada al
receptor NMDA por la proteina de densidad postsinaptica PSD95 y por lo tanto
la enzima es directamente expuesta al influjo de Ca®** que entra por el canal
activado del receptor glutamatérgico (Figura 6, Brenman et al., 1996;

Brenman y Bredt, 1997; Boehning y Snyder, 2003; Ishii et al., 2006).

cGMP
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Active
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Figure 6: Regulacion de la sefalizacion de NO a través de proteinas adaptadoras. La
NOSn es localizada cercanamente al receptor NMDA por su union a través de la proteina
adaptadora PSD95. El ingreso de calcio a través del receptor NMDA activa a la NOSn por un
mecanismo calcio/calmodulina dependiente. EI NO producido por la NOSn puede difundir a la
célula vecina para activar la GCs o para modificar covalentemente residuos cisteina de otras
proteinas blanco (S-nitrosilacidén). La nitrosilacion de los receptores NMDA inhibe su actividad y
por tanto provee de una posibilidad de retroalimentacion negativa para la sefializacion a través
del receptor glutamatérgico. La proteina CAPON compite con PSD95 por su unién a la NOSn y
acerca a la NOSn a la pequefia proteina-G monomérica Dexras 1. Esto facilita la nitrosilacion y
consecuente activacién de Dexras 1 (Tomado de Boehning y Snyder, 2003).
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Esta no es una interaccion estatica ya que otra proteina adaptadora
denominada CAPON compite por el dominio PDZ de la NOSn con la PSD95 y
tiende a separarla del receptor NMDA lo que se presume pudiera reducir la
capacidad de activacidn de la NOS por el influjo de Ca®* a través del receptor
NMDA'* (Jaffrey et al., 1998; Boehning y Snyder, 2003; Mustafa et al., 2009).
A nivel presinaptico CAPON se liga a las sinapsinas I, II y III lo que promueve
la formacion de un complejo NOSn-CAPON-sinapsinas (Jaffrey et al., 1998;
Jaffrey et al., 2002; Boehning y Snyder, 2003); éstas Ultimas a su vez, estan
ubicadas en las zonas activas presinapticas cercanas a canales de calcio voltaje
dependientes cuya apertura determina el incremento del Ca®* intracelular
(Photowala et al., 2005) que podria activar a la NOSn. En forma similar a estos
ejemplos la sefalizacién por NO puede ser favorecida a través de proteinas
adaptadoras que acoplen la NOSn a proteinas blanco especificas como otra
forma mas de regulacion de la transmision de la sefial (Jaffrey et al., 2002).

También por ser una molécula liposoluble y muy difusible tanto en medio
acuoso como lipidico (Kelm y Schader, 1988; Denicola et al., 1996; 2002;
Moller et al., 2005) la liberacion del NO no se desarrolla necesaria y
exclusivamente en las terminales sinapticas (Wiklund et al. 1997) sino que
acontece desde cualquier parte de la neurona donde se exprese NOSn'” y esta
enzima se active. Puede difundir a través de membranas celulares en forma
isotropica en multiples direcciones a distancias de varios didmetros celulares

desde su fuente segun los gradientes de concentracion existentes (Lancaster,

4 Estableciéndose una retroalimentacién negativa.
15 Debe mencionarse que también se puede expresar la isoenzima NOSi en neuronas, pero nos
centraremos exclusivamente en el papel de la NOSnh.
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1994; 1997) y en su trayecto activar efectores intracelulares ubicados en
somas, procesos neurales o cualquier otro sector celular sin necesidad de
contacto anatomico estrecho entre el elemento celular generador de NO y el
blanco de su accidon, por lo que sus efectos no estan restringidos a, ni
necesitan de, especializacion sinaptica alguna (Snyder, 1992; Bredt y Snyder,
1992). En forma similar el requerimiento de que el receptor para el
neurotransmisor se encuentre en la membrana postsinaptica tampoco es
cumplido por el NO ya que sélo es necesario que difunda a través de la
membranas al interior de la célula blanco para alli activar efectores
intracelulares (Fernandez Alvarez et al., 1999). En la transmisidén nitrérgica
existe por tanto un claro desacople espacial entre el sitio de liberacion de la
sefial y el de su deteccion. Un aspecto interesante en la bioquimica del NO es
que su concentraciéon y su localizacion son los determinantes claves de su
capacidad de activar diferentes vias de senalizacion (Hill et al., 2010). En
concordancia, la especificidad y la localizacion de los efectos nitrérgicos estan
determinadas por la naturaleza y la distribucién de las moléculas “receptoras”

situadas en los elementos neurales incluidos en su espacio o volumen de

difusion.

2.3.3.- Algunos de los blancos moleculares del NO

El NO es un radical libre de vida media corta y de la posesién de su
electron desapareado es que derivan su gran afinidad por los metales de

transicion (en particular hierro) y su rapida reaccion con radicales libres
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derivados del oxigeno, los cuales pueden explicar una gran parte de sus
propiedades bioldgicas (Hill et al., 2010). Dada su reactividad con otros
radicales libres, grupos hemo, grupos tioles, entre otras moléculas (Stamler et
al., 1992; Gross y Wolin, 1995) los posibles blancos moleculares de accion del
NO en células, membranas y el espacio extracelular, son muy variados, siendo
el mas estudiado la hemoproteina guanilato-ciclasa soluble de ubicacion
citoplasmatica (GCs) (Miki et al., 1977; Arnold et al., 1977; Dawson y Dawson,
1995; Bellamy y Garthwaite, 2002; Krumenacker et al., 2004; Cary et al.,
2006). La interaccién con diferentes blancos moleculares determinaria una
decodificacion diferente de la misma sefial.

Estudios sobre la actividad de la GCs en tejido homogeneizado o con
GCs purificada indican que la velocidad de activacién de la GCs por el NO es
del orden de milisegundos, en presencia de exceso de sustrato el GMPc es
formado a velocidad constante y al remover el NO la inactivacion de la GCs
acontece lentamente en el rango de segundos a minutos (Bellamy vy
Garthwaite, 2002). El NO reacciona en forma rapida y reversible con el Fe*™™"
del grupo hemo de la GCs con una afinidad del orden nanomolar (Radi, 1996).
Si bien la GCs no es estrictamente un receptor sino una enzima citoplasmatica
que sintetiza un mensajero intracelular (Snyder, 2009) igualmente es
determinante en la especificidad de la accién de la sefal ya que la
decodificacion de la sefal nitrérgica acontece en el citoplasma por activacion

de dicha enzima (Figura 7; Derbyshire y Marletta, 2009; Agnati et al., 2010).
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Figure 7: Via de transduccion NO/GMPc. El NO sintetizado por la NOS difunde a través de
las membranas celulares hacia las células blanco. En el citoplasma activa a la GCs lo cual lleva a
un incremento en la sintesis de GMPc y desencadena diferentes acciones. (Tomado de
Derbyshire y Marletta, 2009)

Estudios de la actividad de la enzima en preparados celulares han
demostrado que la GCs se comporta en cuanto a su actividad de forma analoga
a la que opera un receptor de un neurotransmisor clasico: presenta un sitio de
union al ligando (grupo hemo), tiene un dominio de transduccién, desarrolla
una respuesta dependiente de la concentraciéon del NO, la sensibilidad de la
GCs al NO cambia con el tiempo de exposicién'® y ademas la inactivacién de la
GCs al remover el NO es 25 veces mas rapida en células (en el orden de
subsegundos) que en los otros preparados experimentales (Bellamy vy
Garthwaite, 2001; Griffiths y Garthwaite,2001; Bellamy y Garthwaite, 2002;
Roy y Garthwaite, 2006). En células del SNC no se observa retardo entre la

union del NO a la GCs y el inicio de la actividad enzimatica (con 20 ms de

16 Una exposicion al NO del orden de milisegundos determina una actividad maxima de la GCs
mayor que la exposicion al NO durante segundos o minutos (Bellamy y Garthwaite, 2002).

34



tiempo de muestreo; Bellamy y Garthwaite, 2001); por otra parte ante la
remocion del NO la actividad de la GCs decae con una vida media de 200 ms.
Esta cinética no es muy diferente de la descripta en receptores glutamatérgicos
de tipo NMDA o receptores metabotrépicos gabaérgicos y glutamatérgicos
(Garthwaite, 2008). La activacién de la GCs por el NO determina rapidamente
en la célula blanco un incremento de 100 a 400 veces en la sintesis de GMPc a
partir de GTP, que a su vez activara la proteinquinasa GMPc dependiente,
regulara fosfodiesterasas, la fosforilacion/desfosforilacion de cascadas y por
este medio la expresion génica y modulard la actividad de canales idnicos; de
esta forma intervendra en una gran gama de acciones fisiologicas (Gally et al.,
1990; Garthwaite y Boulton, 1995; Snyder y Bredt, 1991; Vincent, 1994;
Vincent y Hope, 1992; Derbyshire y Marletta, 2009). Las diferentes actividades
en las que estan involucrados los canales idnicos activados por el GMPc en el
sistema nervioso incluyen la plasticidad neuronal (Wei et al., 1998), la
expresion génica (Kraus-Friedmann, 2000) y por supuesto aquellas que siguen
a la activacién generada por la accion del NO (Leinders-Zufall, 1995;
Garthwaite y Boulton, 1995). Si bien se han descrito una gran variedad de PDE
capaces de hidrolizar el GMPc producido poco se sabe sobre que isoformas de
la PDE son responsables de dicha hidrdlisis en cada tipo celular del SNC

(Garthwaite, 2008).

En otros casos los blancos moleculares del NO podran ser otras

hemoproteinas, grupos tioles de proteinas, etc. La S-nitrosilacién'’ selectiva y

17 5-nitrosylation ha emergido como un mecanismo importante para la regulacién dindmica post-
translacional de una vasta gama de proteinas, lo que amplia ain mas la ubicua influencia del NO
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reversible de residuos cisteina de proteinas podra regular la funcién de canales
idnicos, receptores de neurotransmisores, enzimas metabdlicas, de forma que
la habilidad del NO de modificar un vasto rango de blancos moleculares
proteicos amplia notablemente su capacidad de transmisidon de informacion
(Stamler et al., 1992, Montague et al., 1994; Boehning y Snyder, 2003; Hess
et al., 2005; Mustafa et al., 2009). Entre las posibles proteinas a ser reguladas
por este mecanismo se encontrarian la bomba de sodio, la actina y la tubulina
(Hess et al., 2005; Snyder, 2009). Conceptualmente la idea de blanco
molecular debe ir de la mano de la idea de especificidad, en el caso de la S-
nitrosilaciéon la compartimentalizacién en microdominios de sefializacién de la
NOS promoveria una cierta especificidad ya que las interacciones proteina-
proteina facilitarian el acceso a los blancos de nitrosilacion del NO, a modo de
ejemplo obsérvese en la Figura 6 lo que acontece con Dexrasl (Jaffrey et al.,
1998; 2002; Boehning y Snyder, 2003). Como ultimo ejemplo de molécula
“receptora” de la sefal de NO tan sélo se hara mencion a la citocromo ¢
oxidasa que es responsable del consumo mitocondrial de O, y que es inhibida

por NO en forma competitiva con el O, (Bellamy et al., 2002).

2.3.4.- El cese de la accion mensajera del NO

El NO tampoco es inactivado o recaptado como otros neurotransmisores
para asegurar el cese de su accion sino que se va agotando a medida que

reacciona con diferentes moléculas en su trayecto de difusidon, (Vincent, 1994;

en la sefializacion celular (Hess et al., 2005). Garthwaite (2008) plantea que la S-nitrosilacion
seria un mecanismo de sefalizacion del NO involucrado principalmente en situaciones
patoldgicas mas que en fisioldgicas.
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1995). Sin embargo a bajas concentraciones del orden nanomolar y aun
menores que corresponderian a situaciones fisioldgicas la reactividad del NO no
es alta. La reaccién con el O, por ejemplo es importante en el rango
micromolar de concentracién de NO pero no en concentraciones nanomolares
(Ford et al., 1993). En esas concentraciones una forma de degradar al NO es
través de la reaccién con la hemoglobina circulante en los eritrocitos (Liu et al.,
1998). A pesar de que la hemoglobina permanece en el espacio extracelular (a
la fuente de NO) el hecho de que el NO esté difundiendo rapida y
permanentemente hacia y desde su compartimiento de sintesis permite que el
“secuestrador” extracelular inevitablemente depleccione tanto el NO
intracelular como el extracelular (Lancaster, 1997). Al parecer un mecanismo
mucho mas efectivo de consumo de NO descrito en rodajas de cerebelo estaria
presente en el tejido nervioso (Hall y Garthwaite 2006), pero merece aun mas
estudio y podria ser diferente en distintas regiones del SNC (Garthwaite,

2008).

De lo hasta aqui expuesto sobre el papel del NO como mensajero queda
claro que no cumple estrictamente todos los criterios necesarios para
considerarlo un neurotransmisor clasico, esto no invalida se le considere un
neurotransmisor no clasico. De hecho el acumulo de las evidencias
experimentales que demostraron sus novedosos mecanismos en el proceso de
neurotransmision permitié redimensionar el cumplimiento riguroso del
conjunto de criterios determinados a priori (Vincent, 1995; Rand y Li, 1995).
La transmision nitrérgica constituye una forma particular de neurotransmision

y al decir de Mustafa et al., 2009:"The gasotransmitters have revolutionized
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our thinking about messenger molecules in multiple ways. Their mode of
biosynthesis, storage, and release differs markedly from those of other
hormones, neurotransmitters, and growth factors. Recent studies indicate that
their modes of signaling also differentiate them from other chemical

messengers.”

2.3.5.- Las caracteristicas de las redes de comunicacion del

NO como neurotransmisor en volumen en el SNC

Considerando la clasificacidon anteriormente expuesta de los tipos de
comunicacién en el SNC segun Agnati y Fuxe (Agnati et al., 2010) el NO seria
un neurotransmisor en volumen que utiliza como canal de comunicacién una
via difusa, donde si bien existe una secuencia de eventos temporalmente
ordenados que “conectan” el "nodo fuente” y el “*nodo blanco”, todo el espacio
existente entre ambos es potencialmente utilizable para el transito de la sefal,
de hecho como se mencioné anteriormente existe en la transmision nitrérgica
un evidente desacople espacial entre el sitio de liberacidon de la sefal y el de su
deteccion®®. La conectividad de las redes en las que el NO interviene es
dinamica ya que las conexiones entre la fuente y el blanco pueden ser
rapidamente formadas o removidas. EI NO es una sefal de privacidad
reservada ya que las células blanco deben poseer moléculas capaces de

reconocerla y decodificarla (por ejemplo a través de la GCs) y es una senal

18 En el SNC la GCs presenta una distribucién diferencial, siendo relativamente abundante en los
nlcleos estriado y accumbens, la sustancia negra (Hofmann et al. 1977), caudado-putamen,la
neocorteza y el cerebelo (Ariano et al. 1982), el bulbo olfatorio y algunas zonas del tronco
encefalico (Furuyama et al. 1993). En general, el elemento neural que produce NO se encuentra
en las cercanias del elemento neural que posee la guanilatociclasa soluble (De Vente et al.,
1998) pero el contacto anatdémico obviamente no es esencial. En este sentido, existe una
complementariedad anatémica de estos elementos (Schmidt et al. 1992).
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insegura dado que en el trayecto hacia un blanco molecular especifico puede
interactuar con otra moléculas (y por ejemplo ser “consumido o secuestrado”
por hemoglobina, Joshi et al., 2002). Retomando el concepto de redes (Figura
2; Agnati et al., 2007) en un nivel molecular de alto grado de miniaturizacién y
bajo grado de integracion el NO, sus mecanismos de transduccion y sus
moléculas receptoras conformarian “circuitos quimicos” que se encontrarian
en la base de una red comunicacional que puede modificarse rapidamente: las
redes nitrérgicas serian transitorias y dinamicas. Estas redes quedarian
contenidas en un volumen o espacio de difusion de NO cuyo tamafio y forma
se moldean entre otros factores, por la sintesis de NO. Si se asciende
jerarquicamente al nivel celular con bajo grado de miniaturizacion y alto grado
de integracién el volumen de influencia del NO podria tener una extension que
incluya redes celulares. Activadores fisiolégicos de la NOSn tales como el calcio
citosélico, al igual que moléculas capaces de reaccionar con el NO, ubicadas
tanto intra como extracelularmente, afectaran el grado de difusion del
mensajero, y en consecuencia la extension de la red funcional nitrérgica. A
modo de ejemplo, in vivo la activacidn neuronal al aumentar la concentracion
intracelular de calcio en estructuras nitrérgicas modularia la difusion del NO
por mecanismos de regulaciéon analogos a los descritos para la liberacién de
neurotransmisor en la sinapsis clasica (Park et al., 1998), pero la transmision
nitrérgica es multidireccional y puede afectar multiples blancos de la “red
celular compleja” para actuar a veces en paralelo y a veces en serie. Por

tanto la sefalizacién espacial VT mediada por el NO se superpone e interactla
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con la neurotransmisién mediada por los potenciales de accién y las sinapsis de

los ““circuitos eléctricos” clasicos.

2.4.- Una cuestion central de la transmision en volumen: ¢;Cuanto

y como difunde el NO desde sus fuentes en el SNC?

Una caracteristica fundamental de la transmision en volumen es su
capacidad de permitir la difusion del transmisor mas alld de la hendidura
sindptica en concentraciones de relevancia bioldgica (Boehning y Snyder,
2003; Sykova, 2004; Vizi et al., 2004). Al ser la difusién del NO tridimensional
y sin restricciones de compartimentos se generan una serie de interrogantes
que debieran tratar de responderse en cada modelo de estudio: équé tan lejos
difunde en concentraciones bioldgicamente efectivas?, écual es el perfil de
liberacion desde sus fuentes?, écon cuales moléculas interacciona para realizar

sus acciones? (Hall y Garthwaite, 2009).

2.4.1.- Valores obtenidos empiricamente para

concentracion y difusiéon de NO en el SNC

Para lograr una maxima comprensién de este tipo de sefalizacién en el
SNC es necesario poseer valores de concentracién y difusion de NO en tiempo
real pero su inestabilidad en solucién y su reactividad con otras moléculas

dificultan estas mediciones en sistemas bioldgicos.
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Con respecto a la medicion de la concentracion de NO in vivo, una
década atras el valor de 1 yM medido con los primeros electrodos para NO
parecia razonable teniendo en cuenta las estimaciones que existian sobre la
potencia del NO por la GCs, pero desde aquel entonces han sido reportados un
gran numero de valores, a veces irreconciliables, obtenidos por mediciéon con
electrodos (Hall y Garthwaite, 2009). En compensacién, otro tipo de
aproximaciones han aportado informacion al respecto, entre ellas: el analisis
cuantitativo de la activacion de GCs por NO, modelos computacionales basados
en dichos analisis, nuevas moléculas biosensoras para monitorizar produccion
y liberacién de NO e incluso el uso de la GCs como un biosensor endégeno de
NO. Todas estas lineas independientes de evidencias sugieren que la
concentracion fisiolédgica de NO tendria un rango de 100 pM (o menos) a

aproximadamente 5 nM (Hall y John Garthwaite, 2009).

Con respecto a la caracterizacién de la difusion del NO la mayor parte
de los trabajos asumen como valido el valor de la constante de difusion medida
experimentalmente por Malinski et al. (1993) en la pared de aorta in situ con
microsensores porfirinicos: D = 3300 pm?/s y también tienden a asumir que
ese valor se mantiene espacialmente invariable en todo el tejido. Un valor
similar (D = 3810 pm?/s) fue determinado en corteza de cerebro de rata por
Meulemans (1994) demostrando que la velocidad de difusién es similar en
tejidos y en agua. Segun Lancaster (1997) la extensidon de la difusion esta
influenciada no solamente por la difusibilidad del NO en un tejido especifico

(que refleja el valor de su constante de difusion), sino también por su
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velocidad de produccion, la velocidad con la cual es “consumido” por las
moléculas con las que reacciona (“receptores”, grupos tioles, etc.) y la
velocidad con que es “secuestrado” por ejemplo por la hemoglobina (por lo
cual el lugar donde se realiza la produccion y difusion de NO también
determina la extension de la difusidn). Son escasos y a veces hasta
discordantes los datos experimentales que cuantifican directamente la difusion

del NO generado endogenamente en el SNC.

Schuman y Madisson (1994) en rodajas de hipocampo en estudios de
plasticidad sinaptica demostraron que el NO inducia potenciacién sinaptica
entre células y sinapsis separadas por una distancia de aproximadamente 100
MM pero no en células separadas por 500 pym. Estudios mas recientes que
emplearon microsensores selectivos para el NO evidenciaron en este mismo
preparado que el NO evocado por estimulacion con NMDA difunde desde el sitio
de estimulacidon, en concentraciones detectables, hasta una distancia maxima
de 400 uym y que la concentracion maxima detectada varia en distintas
regiones del hipocampo con maximos en el rango de 50 a 300nM (Ledo et al.,
2005). Cuando se compard el resultado de la estimulacion con NMDA y con
AMPA (otro agonista glutamatérgico) si bien en ambos casos se obtuvo una
produccién de NO concentracidn-dependiente la respuesta con NMDA fue
mayor y mas rapida que con AMPA, siendo la concentracion maxima de NO
producida de 150 nM para el estimulo con NMDA y de 80 nM para el AMPA

(Frade et al., 2009).
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2.4.2.- Modelos matematicos para predecir la difusiéon de

NO

Distintos modelos matematicos que asumen a la difusion de NO como
isotropica, han intentado predecir el patrén de difusion de NO en el SNC
(Buerk, 2001). Estas predicciones son consistentes con las deducciones
experimentales obtenidas por Schuman y Madisson (1994)

Wood y Garthwaite (1994) fueron los primeros en establecer un modelo
tridimensional de difusién de NO en el SNC por el cual predicen que, a partir de
una fuente puntual Unica de NO que emite durante 1 a 10 s, se obtiene una
esfera fisioldgica de influencia de un didametro aproximado de 200 ym. En esta
distancia entrarian 2 millones de sinapsis (la densidad de sinapsis en el
neuropilo de mamifero corresponde a 20 / 100 micras?, en estudios en 2
dimensiones, o en términos de volumen en 5 x 10% por mm?® (Rakic et al.,
1986; Napper y Harvey, 1988). La dimensidn precisa del volumen de difusién
dependerd de la duracién de las salvas de estimulacién administradas, de la
vida media del NO (5 s seglin Moncada et al., 1989), y de la concentracion de
NO efectiva umbral considerada (1 nM segun Furchgott y Jothianandan, 1991).
Con estas consideraciones el modelo tridimensional muestra que existe un
solapamiento de las “nubes” de NO originadas en diferentes neuronas fuente
cuando ellas se encuentran a distancias de entre 200 y 500 um. Este tipo de
solapamiento también habia sido descrito en un modelo matematico no-
tridimensional anterior disefiado especificamente para células de mamifero en

sistemas que la produccién de NO era sostenida, relativamente constante y
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que consideraba la influencia de la presencia de hemoglobina en el cdlculo de
la difusién tedrica del NO (Lancaster, 1994).

Philippides et al. (2000), basandose también en valores experimentales
obtenidos in vitro por otros autores, conciben un modelo en 4 dimensiones (las
3 espaciales y el tiempo) que tiene en cuenta el coeficiente de difusion del gas
(3300 um?/s, Malinski et al., 1993), su velocidad de produccién, su velocidad
de degradacion y el tamano y la forma geométrica de la fuente (ya que a
diferencia de modelos anteriores no considera la fuente de NO como puntual).
En este modelo, la fuente de NO es una esfera ahuecada con didmetros
internos y externos variables o una fuente de forma geométrica irregular, el
territorio que rodea esta fuente es en principio homogéneo y la concentracién
de NO maxima en la superficie de la fuente (en el tiempoiica) €s de 1 uM
(Malinski et al., 1993). Estos autores definen la distancia efectiva de difusion
del NO como la distancia dentro de la cual la concentracion de NO es mayor
que la constante de disociacion de la GCs (0,25 uM segun Stone y Marletta,
1996). En este modelo, para una esfera de 5 ym de radio, la distancia de
difusién del NO fue 2 veces su radio, para una esfera de 15 ym de radio, la
distancia de difusion del NO fue 3.2 veces su radio, para una esfera 100 um de
radio la distancia de difusiéon del NO fue 2.8 veces su radio y cuando el radio
fue menor de 5 um el volumen de difusién se aproximd al tamafio de la fuente.
Por otra parte, las células que presentaron menor retardo (tiempo minimo
requerido para alcanzar la maxima difusidon) fueron las de radio 15 - 20 um vy
las que presentaron mayor retardo fueron las de 5 y 100 um de radio. Un

aspecto interesante de que las células del modelo sean huecas (ademas de
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considerar la localizacién citoplasmatica de las NOSn), es que el hueco de la
esfera se convierte durante la sintesis en un reservorio de NO desde el cual el
mensajero difunde hacia el exterior una vez que la sintesis cesa. En la
busqueda de aplicar el modelo en un ejemplo mas afin a lo que aconteceria en
el SNC, los autores consideraron una fuente hipotética de NO de forma
geomeétrica irregular similar a una neurona ubicada cerca de un sumidero de

NO con forma andloga al corte transversal de un vaso sanguineo (Figura 8).
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Figura 8: Dibujo del contorno de la zona de concentracion umbral de NO efectiva para
la via NO/GMPc. Varios escalones temporales durante y después de 100 ms de sintesis se
ilustran junto a la fuente en negro y el sumidero en gris. Para cada escalén temporal, el
contorno define la region dentro de la cual la sefial de NO puede tener efecto sobre la GCs. (A)
Contornos de las concentraciones umbrales a los 25 y 50 ms posteriores al inicio de la sintesis y
al finalizar la sintesis a los 100ms. (B) Contornos de las concentraciones umbrales a 25, 75 y
100 ms después del fin de la sintesis. Notese la ubicacién del area afectada rodeando el
sumidero durante y justo al fin de la sintesis y luego de la sintesis el desplazamiento a la
izquierda de la nube efectiva atribuible a la accién del sumidero en conjuncién con la formacién
de un reservorio de NO en el centro de la célula durante la sintesis (Tomado de Philippides et al.
2000)

Ante la aplicacidon de un pulso de produccion de NO de 100 ms el sumidero no
se convirtid en una barrera infranqueable para la difusion de NO en el tejido

durante su produccién (salvo en su limite adyacente) y solamente luego que
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ésta se detuvo generd un desplazamiento significativo del centro de la “nube
de NO” biolégicamente efectiva con respecto al centro de la fuente de NO
(Philippides et al., 2000).

Mas recientemente, el mismo equipo (Philippides et al., 2005) plantea
por primera vez, un modelo matematico en cuatro dimensiones donde las
fuentes nitrérgicas no son somas sino fibras nerviosas de diferentes diametro y
dispuestas con diferentes grados de dispersion. Los parametros considerados
en este modelo fueron: velocidad de producciéon del NO (Qp = 1,32 x 10™*
uM/s), el coeficiente de difusidn del gas (3300 um?/s, Malinski et al., 1993) y
la vida media del NO (5 s segun Moncada et al., 1989). Como el valor de la
concentracion efectiva media (ECso) del NO para su principal receptor la GCs
no estd certeramente definido, y el rango requerido para activar la GCs medido
experimentalmente va desde 1 mM a 1 nM (Artz et al., 2001; Griffiths et al.,
2003; Mo et al., 2004), la distancia efectiva de difusién del NO es considerada
segun dicho rango. Algo similar ocurre con las mediciones de la vida media del
NO por lo cual analizan las consecuencias de variar la vida media entre 1 ms y
5 s (el rango de la vida media extravascular del NO es de 0,09 a 2 s, segun
Thomas et al., 2001, dependiendo de la concentracién de O, y de la distancia
de los vasos sanguineos).

Este modelo predice que para fuentes Unicas aisladas cuanto menor sea
su didmetro, menor sera la cantidad de NO producida y por lo tanto menor el
volumen de accion del mensajero (Figura 9), es asi que el tamarfio y la
dispersion de las fuentes nitrérgicas son factores determinantes de la

difusion del NO. Incorpora ademas el concepto de que la densidad de
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distribucién de las fibras también puede determinar la eficiencia de la sefial y
plantea que de existir cooperacién entre muchas fibras dispersas de baja
eficacia individual (como por ejemplo las que integran un plexo) se puede
obtener una sefial mas extensa, potente y significativamente mas homogénea
en espacio y tiempo que la obtenida por la activaciéon de unas pocas fuentes de
mayor tamano (el modelo considera el didmetro de la fibras nitrérgicas desde 0

a 5 ym y la distancia entre ellas desde 0 hasta 35um).
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Figura 9: La eficacia de sefalizacion de una unica fibra nitrérgica depende de su
didmetro y es posible obtener mayores concentraciones de NO si multiples fibras
delgadas actian cooperativamente. (A) En la grafica se observa que la concentracion de NO
en la superficie de la fibra fuente declina dramaticamente con el descenso del didmetro de la
fibra y mas aun en las fibras mas finas tal como se observa en el inset. (B) A medida que el
numero de fibras se incrementa es mayor el volumen de tejido que alcanza una determinada
concentracion de NO en este caso 100 pM y con fibras de 2 ym de didametro separadas entre si
10 um (Modificado de Philippides et al., 2005).
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2.5.- ElI NO en el nucleo motor del trigémino: ;una sefal espacial

que coordina la actividad neural?

2.5.1.- El NO de origen exdgeno modula las propiedades

electrofisioldgicas de las motoneuronas trigeminales

En el NMT del cobayo, el NO se ha incorporado como neurotransmisor a
la larga lista de sustancias neuroactivas que regulan la actividad de las
motoneuronas somaticas (Abudara et al., 2002). En rodajas de tronco
encefalico que contienen al NMT, al administrar ex6genamente dadores de NO
por perfusién, observamos depolarizacién y disminucion de la reobase de las
motoneuronas trigeminales, junto con un aumento de la amplitud y la
frecuencia del ruido sinaptico excitatorio e inhibitorio registrado en ellas en
ausencia de estimulacién a entradas sinapticas (Figura 10).

En las condiciones experimentales en que se obtuvieron los resultados
mencionados, cualquier estructura presente en la rodaja que tuviera
“receptores” para el NO podria haber sido afectada. En este sentido, se ha
reportado la presencia de la enzima GCs en las motoneuronas trigeminales
(Furuyama et al., 1993; Southam y Garthwaite, 1993), lo cual junto con el
hecho que los efectos de los dadores de NO fueron imitados por derivados del
GMPc y bloqueados por inhibidores de la GCs como el ODQ (Figura 11),
sefalan a la motoneurona trigeminal como posible blanco celular directo del

NO en el NMT (Abudara et al., 2002). A este nivel, el NO causaria efectos
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bioldgicos mediados al menos en parte por la activacién de la GCs y produccion

de GMPc.
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Figura 10: Registros electrofisioldgicos intracelulares de la actividad de motoneuronas
trigeminales en rodajas de tronco encefalico de cobayo, efectos de los dadores de NO.
(A) En dos neuronas diferentes se observa el efecto depolarizante y de disminucion de la
reobase provocados por dadores de NO y la recuperacidon ante el lavado con solucidn fisioldgica.
(B) Efecto de un dador de NO sobre el ruido sinaptico registrado en la motoneurona en ausencia
de estimulacidn presinaptica, notese el incremento del ruido y la recuperacidn post-lavado
(Modificado de Abudara et al., 2002).
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Figura 11: Registros electrofisioloégicos intracelulares de la actividad de motoneuronas
trigeminales en rodajas de tronco encefalico de cobayo, efectos dependientes del
GMPc. (A) Efecto depolarizante y de disminucion de la reobase provocados por dadores de NO,
su recuperacién ante el lavado con solucion fisioldgica, el bloqueo de ese efecto al aplicar el
dador junto con un inhibidor de la GCs (ODQ) y la imitacion del efecto del dador por un analogo
del GMPc aplicado junto con ODQ. (B) Efecto de un andlogo del GMPc sobre el ruido sinaptico
registrado en la motoneuronas en ausencia de estimulacién presinaptica, ndtese el incremento
del ruido y la recuperacién post-lavado (Modificado de Abudara et al., 2002).
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Dado el amplio espectro de vias de transduccion del NO y la organizacion
estructural del NMT, existirian otros multiples blancos probables (celulares vy
subcelulares) para el mensajero. Por ejemplo el NO aplicado exdégenamente
pudo haber ingresado en otras terminales pre-motoras vecinas al sitio de su
sintesis para facilitar la liberacién o la accién de otros neurotransmisores desde
estas terminales. El aumento de la actividad sinaptica que hemos registrado
ante la aplicacién de dadores de NO y de derivados del GMPc, es compatible
con esta idea.

Estos experimentos farmacoldgicos tienen wuna correspondencia
histoldgica ya que hemos reportado la presencia de NOSn en el NMT (Abudara
et al., 2002). Ignoramos si in vivo, la produccion y difusién de NO enddgeno

reproduce los efectos observados ante la aplicacion exdgena de NO.

2.5.2.- En el NMT las fuentes nitrérgicas neurales son fibras

premotoras de pequeio diametro

Tal como se observa en la Figura 12, las fuentes nitrérgicas que
contienen la enzima 6xido nitrico-sintasa neuronal (NOSn - positivas) incluyen
fibras varicosas y terminales botén-similes en intima aposicion con procesos
dendriticos y somas de motoneuronas que no producen NO (NOSn-negativos).

No se detectaron somas NOSnh positivos en el NMT (Figura 12).
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Figura 12: Fibras nitrérgicas delgadas inervan a las motoneuronas trigeminales. Las
motoneuronas fueron identificadas por marcado retrégrado con CTb-HRP (cdlero toxina
subunidad b-peroxidasa de rabano, en negro). La presencia de NOSn fue detectada por
inmunohistoquimica para anticuerpos anti-NOSn (en marrdn) o por actividad NADPH-d (en azul).
(A) En A1 y A2 las flechas sefialan las fibras NOSn positivas en la cercania de los procesos
motoneuronales. En A3 se observa una larga fibra nitrérgica con multiples ramificaciones (d, d’ y
d”) que se indican con flechas. En A4 se observan dos dendritas de motoneurona (d) y una
fibra NOSn-positiva (flecha) que parece realizar contacto con una dendrita postsinaptica
mediante dos terminales botdn-similes (cabeza de flecha) tal como se ilustra en el dibujo de
A4’. Barras de calibracion: A1 y A2 10 ym; A3 5 um; A4 2 um. (B) En B1 y B2 las
microfotografias corresponden a secciones del NMT contralateral a (A) en el que las
motoneuronas no fueron marcadas en forma retrograda con CTb-HRP. Se detectan fibras NOSn-
positivas al igual que en (A) pero las motoneuronas no pueden ser observadas ya que fueron
NOSn-negativas. Las flechas en B2 indican dos varicosidades en una fibra nitrérgica. En B4 en el
mismo nucleo que B1 y B2 se identifican las fibras nitrérgicas marcadas para actividad NADPH-d,
el circulo de linea punteada encierra una serie de varicosidades en las ramas que parten de una
fibra NADPH-d-positiva. La flecha sefiala otra rama nitrérgica en la misma seccion. En B5 se
observa un corte del NMT contralateral, que si presenta las motoneuronas marcadas con CTb-
HRP, a alta magnificacion. Las flechas sefialan una fibra que se bifurca en dos ramas que
finalizan en dos estructuras botén-similes (cabezas de flecha) en aposicion con la dendrita
correspondiente a una motoneurona marcada retrogradamente. Notese que la motoneurona no
presenta actividad NADPH-d. Barras de calibracién: B1, B2, B4 y B5 2 um (Modificado de
Abudara et al., 2002).

En la mayoria de los casos observados, las fibras conteniendo NOSn, fueron

muy finas (0,6 a 1,6 ym de didmetro) (Abudara et al.; 2002). Por otra parte
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las fibras delgadas nitrérgicas del NMT se disponen dispersas en forma similar
a un plexo laxo. Los somas de las células premotoras, que originan las fibras
nitrérgicas que proyectan hacia el NMT, se han localizado en la formacion
reticular bulbar (Fabbiani et al., 2005; Pose et al., 2005) y en el nucleo
dorsomedial del hipotdlamo (McGregor et al., 2005) mediante técnicas de
marcado retrégrado y tincion para NADPH-diaforasa y anticuerpos anti-NOSn.
Por los tanto en el NMT, la Unica fuente neural de NO descripta corresponde a

estas fibras finas.

2.5.3.- El NO como mensajero anterégrado en el NMT

Si bien cualquier compartimiento neuronal que contenga NOSn puede
actuar como estructura fuente de NO y se ha demostrado difusién de NO desde
somas, axones y dendritas de células nitrérgicas (Wiklund et al., 1997; Olgart
et al., 2000; Cao y Eldred, 2001) la mayor parte de los estudios sobre
neurotransmision mediada por NO en el SNC consideran su papel como
mensajero retrogrado. En esta situacion los somas nitrérgicos postsinapticos
(“esféricos” de 10 a 100 ym de didmetro) son considerados como fuentes y las
terminales nerviosas presinapticas ("cilindricas" de 0,1 a 5 pm didmetro) como
blancos del NO (Sanchez y Leonard, 1994; Schuman y Madison, 1994; Arancio et
al., 1996; Tao y Poo, 2001; Bon y Garthwaite, 2001) aunque el NO podria
actuar tanto pre como post-sinapticamente (Garthwaite, 2008). En dicho
escenario tanto la relacion entre el tamafio de la fuente postsinaptica y el

blanco presinaptico como la distancia entre ellos garantiza que varias
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estructuras blanco subcelulares y/o celulares estén incluidas en el volumen o
“dominio” de influencia del NO, tal como se esperaria en la VT (Bredt y Snyder,
1992; Zoli et al., 1998). Ademas, muchas veces ese modelo de estudio
considera la formacién de NO como consecuencia de la accidon glutamatérgica
sobre receptores NMDA que estan unidos a la NOSn postsinaptica a través de
la PSD95 lo que favorece la activacién de la NOSn por el influjo de calcio
acontecido a través los receptores NMDA (Christopherson et al., 1999, Ishii et
al., 2006). Por el contrario la fisiologia de la liberacion del NO desde la
presinapsis ha sido menos investigada en el SNC habiéndose reportado
estudios en mamiferos (Marifio y Cudeiro, 2003; Okada et al., 2004; West y
Grace, 2004) e invertebrados (Park et al., 1998). En cuanto al papel del NO
como neuromodulador anterdgrado en motoneuronas existen ademas de
nuestros antecedentes en el NMT (Abudara et al., 2002) estudios en
motoneuronas de hipogloso (Montero et al., 2008).

Como se ha mencionado la distancia a la cual el NO difunde en una
concentracion eficaz, depende del tamafo de los elementos neurales que lo
producen y de la cantidad de NO producida, asi como también de la densidad o
distribucién espacial de las estructuras que lo producen (Lancaster, 1994;
1997; Wood y Garthwaite, 1994; Philippides et al., 2000; 2005). Dado el
pequefo tamano de las fibras NOSn positivas premotoras en el NMT (0,6 a 1,6
MM de didmetro) cada fibra o terminal individual produciria menos NO que un
soma nitrérgico y en consecuencia, la difusion efectiva de NO desde estas
terminales o fibras seria menor que la asociada a cuerpos celulares. En vistas

de que las motoneuronas trigeminales contienen GCs (Furuyama et al., 1993)
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y que su excitabilidad es modulada por la aplicacion exdégena de NO a través
de la activaciéon de la GCs (Abudara et al., 2002) es posible hipotetizar que el
NO producido endogenamente por las fibras premotoras delgadas fuera un
mensajero para las motoneuronas trigeminales postsinapticas. Se desconoce si
una baja relacién tamafio fuente/tamafio blanco provee de propiedades
peculiares a la senalizacion por NO en el NMT. Es posible que la cantidad de NO
sintetizada por cada fibra presinaptica individual en el nucleo sea solo
suficiente para actuar en aquellos elementos neurales postsinapticos mas
proximos a ellas y que segun nuestros hallazgos corresponden a procesos
dendriticos. Es mas si aplicamos a nuestro preparado bioldgico el modelo
propuesto por Philippides et al., (2005), la prediccién seria que una Unica fibra
de entre 0,6 y 1,6 ym de diametro podria alcanzar una produccidon maxima de
10 nM y 50 nM respectivamente y la concentracién de NO podria declinar en un
50% de su maximo (5 nM y 25 nM respectivamente) a 4 um y 6 um desde la
superficie de la fibra, lo cual si bien podria incluir en su dominio a estructuras
subcelulares, no llegaria a cubrir el diametro de las motoneuronas trigeminales
(de 20 a 60 ym aproximadamente). Sin embargo, si varias fibras delgadas
NOSn positivas se activaran simultdneamente podrian cooperar entre si
produciéndose mayores cantidades de NO para alcanzar una mayor distancia
de difusién biolégicamente efectiva. En estas circunstancias si varias
motoneuronas trigeminales postsinapticas se incluyeran en el dominio de
influencia del NO se modularian simultdneamente a pesar de que las fuentes
nitrérgicas premotoras fueran fibras delgadas dispuestas en forma dispersa

cuyos somas de origen no se ubican en la misma rodaja que el NMT.
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3.- HIPOTESIS GENERAL DE TRABAJO Y PREGUNTA QUE TRATA

DE RESPONDER EL TRABAJO DE TESIS

Debido a que el volumen de difusion del NO depende del tamafio, de la
forma y de la distribucién de sus fuentes de produccién, y dado a que éstas en
el NMT son fibras muy finas dispuestas en forma plexiforme laxa, se postula
aqui que en circunstancias fisioldgicas, la activaciéon simultdnea de un grupo de
fibras nitrérgicas premotoras delgadas, podria generar una cantidad suficiente
de NO enddgeno, capaz de difundir en concentraciones biolégicamente
efectivas para de esa forma sincronizar y/o coordinar acciones en un conjunto

elementos neurales dentro del NMT del cobayo.

La hipdtesis general de trabajo aqui propuesta es que el NO enddgeno es
liberado ante la depolarizacion de las fibras nitrérgicas delgadas (Unicas
estructuras neurales generadoras de NO descriptas en el NMT) segun la
siguiente secuencia de eventos: durante la actividad neural la depolarizacion
de las fibras abriria canales de calcio voltaje dependientes ubicados en las
terminales presinapticas (Huston et al., 1995; Dobrev et al., 1997, Photowala
et al., 2005) lo que resultaria en un influjo del cation y en un aumento de la
concentracién intracelular de calcio ([Ca®*];), con la consecuente activacién de
la NOSn calcio-calmodulina modulada (Bredt y Snyder, 1990). Desde las
terminales premotoras, el NO producido difundiria en forma multidireccional
dentro del nlcleo para afectar, a través de la via dependiente de la GCs y de
otros diversos mecanismos de transduccion alternativos, la actividad de mas

de una estructura neural celular (motoneuronas trigeminales, neuronas pre-
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motoras) o subcelular (dendritas motoras, terminales pre-motoras) presentes
en su dominio de influencia, sin necesidad de un contacto anatémico estrecho
(ej. sinaptico; nm) entre las estructuras fuente y las estructuras que contienen
blancos moleculares para el NO. El desarrollo de esta secuencia de eventos, de
acuerdo a nuestros antecedentes (Abudara et al., 2002), resultaria en la
modulacién de la actividad eléctrica de las motoneuronas trigeminales y/o de
la eficacia de sus entradas sinapticas.

Para que ocurra la secuencia de eventos descriptos en la hipdtesis de

trabajo, se requiere que las estructuras blanco del NO en el NMT:

(@) se encuentren incluidas en su volumen o espacio de

difusion;

(b) contengan al menos una de las multiples potenciales
moléculas “receptoras” para el NO, en tal sentido se ha reportado
la presencia de GCs en las motoneuronas trigeminales (Furuyama
et al., 1993; Southam y Garthwaite, 1993) y

(c) que la concentracion de NO que alcance a los potenciales
blancos dentro de dicho volumen sea bioldgicamente efectiva y

por tanto suficiente para activar a la GCs (en acuerdo con (b)).

De esta manera el NO enddgeno actuaria como un neuromodulador

anterégrado entre un grupo de fibras premotoras que expresan la NOSnh

(productoras de NO) y las motoneuronas post-sinapticas que no expresan la
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NOSn (no productoras de NO) pero que expresan la GCs (principal blanco
molecular del NO).

Se desconoce si en el NMT, la secuencia de eventos de la hipdtesis
planteada se genera ante la depolarizacién de multiples fibras y si, en el caso
gue asi sea, el NO enddgeno liberado desde dichas fibras nitrérgicas ingresa en
concentraciones biolégicamente efectivas a las motoneuronas trigeminales,
blancos post-sindpticos propuestos para el NO. Esta es la pregunta base que

trata de responder este trabajo de tesis.
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4.- OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

4.1.- Objetivo general

Demostrar que, en el NMT del cobayo, el NO enddgeno producido en
las fibras nitrérgicas premotoras difunde, (a) incluyendo a las motoneuronas
trigeminales en su dominio de influencia, (b) ingresando a ellas en
concentraciones bioldgicamente efectivas y (c) extendiéndose en un volumen

de difusion modulable por diversos factores.

4.2.- Objetivos especificos

1.- Indagar la existencia de produccion de NO endbégeno en situacion
basal. Para cumplir con este objetivo se visualizara y analizara la produccién y
la difusion de NO enddgeno en situacién basal en el nucleo motor del

trigémino.

2.- Demostar que ante la depolarizacion de mudltiples fibras
nitrérgicas delgadas el NO enddégeno liberado incluye a las motoneuronas
trigeminales en su dominio de influencia. Para cumplir con este objetivo, se
visualizara y analizara la produccion y difusion de NO enddgeno en el NMT por
la activacion de las NOSn inducida ante estimulos depolarizantes sobre las

fuentes nitrérgicas.
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3.- Evidenciar que el NO enddégeno al difundir ingresa a las
motoneuronas trigeminales en concentraciones biolégicamente efectivas
qgue permitan activar a la GCs presente en ellas. En este objetivo se considera
a la GCs de las motoneuronas trigeminales como blanco molecular de la accién

del NO (sin descartar la existencia de otras posibles moléculas blanco).

4.- Identificar los mecanismos que subyacen y modulan a la
transmisison nitrérgica en el NMT. Se intentara determinar la secuencia de
eventos subyacente a la generacién, difusidon y accién celular de NO una vez

producida la depolarizacién neural.
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5.- ESTRATEGIA METODOLOGICA DESARROLLADA

5.1.- Puntualizaciones

Para una mejor comprension de la estrategia desarrollada es necesario

realizar las siguientes puntualizaciones:

1.- El preparado bioldgico seleccionado consiste en rodajas coronales de
tronco encefélico de cobayo que contienen el NMT. Esta preparacion de tejido
vivo preserva los circuitos basicos entre las neuronas y esto es fundamental
para estudiar el dominio de difusién del NO en el NMT. Por otra parte, esta
preparacidn in vitro permite manipular experimentalmente la composicion del
medio extracelular y facilita la administracién de sustancias y la localizacion e

identificacion de las estructuras a estudiar.

2.- Se asume como Unica fuente neural de NO dentro del nucleo, a las
fibras nitrérgicas descritas por nuestro equipo anteriormente (Abudara et al.,
2002). Las motoneuronas trigeminales carecen de la maquinaria sintética para
producir NO, son NADPH-diaforasa negativas y NOSn negativas. Igualmente no
se descarta a priori la formacién de NO en el NMT desde otra fuentes no

neurales y/o ante la activacion de otras isoenzimas de la NOS.
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3.- Los somas de origen de las fibras nitrérgicas no se localizan en la
misma rodaja que contiene al NMT. Esto impide la estimulacion somatica para
lograr la depolarizacién de las fibras NOSn positivas, pero favorece el estudio
discriminado de la difusion del NO desde las mismas sin la influencia de la

producciéon somatica de NO.

4.- Por otra parte, en este preparado bioldgico la estimulacién selectiva
de las fibras nitrérgicas es sumamente dificultosa desde el punto de vista
técnico por su pequefio didmetro (0,5-1,5 ym) y por no estar organizadas en
haces sino en forma de plexo laxo. Debido a estas razones se utilizé la
administracion de solucion con alta concentracion de K* (alto-[K*],) para lograr
la depolarizacion simultdnea de multiples fibras nitrérgicas, lo cual ademas
permite analizar la posible liberacién cooperativa del mensajero

simultaneamente desde varias fibras.

5.- Las motoneuronas trigeminales fueron consideradas como el blanco
neural postsinaptico propuesto para el NO en nuestro modelo de estudio, esto
no quiere decir que se descarte o desconozca la existencia de otros potenciales
blancos en el NMT. En este sentido se considerd a la GCs de las motoneuronas
trigeminales como el principal blanco molecular de la accion del NO (sin
descartar la existencia de otras posibles moléculas blanco incluso en las

propias motoneuronas).
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5.2. - Estrategia desarrollada

Para cumplir con los objetivos especificos planteados se desarrolld la
siguiente estrategia (se detallaran posteriormente los materiales y métodos

utilizados):

1.- Para indagar la existencia de produccion de NO enddgeno en
situacion basal (Objetivo especifico 1), se visualizd y analizd la produccion y la
difusion de NO enddégeno basal mediante (1) la identificacion de las
motoneuronas trigeminales en rodajas de tronco encefdlico de cobayo, en
tejido vivo no fijado, por marcado retrégrado con un fluoréforo y la posterior
observacién por microscopia de epifluorescencia y/o confocal y (2) la
monitorizacién indirecta de NO intracelular a través del marcador 4,5-
diaminofluoresceina diacetato (DAF-2 DA) por microscopia de epifluorescencia
y/0 confocal. A fin de robustecer las conclusiones, se realizaron controles de la
técnica de monitorizacion mediante la administracién de NO exdgeno (dadores
de NO) y de un inhibidor de la NOS los que, respectivamente, imitarian o

bloquearian el aumento del contenido de NO en las motoneuronas.

2.- Para demostar que ante la depolarizacion de mdultiples fibras
nitrérgicas delgadas el NO enddgeno liberado incluye a las motoneuronas
trigeminales en su dominio de influencia. Para determinar si ante la

depolarizaciéon de multiples fibras nitrérgicas delgadas el NO enddgeno liberado
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incluye a las motoneuronas trigeminales en su dominio de influencia (Objetivo
especifico 2), se visualizdé y analizd la produccién y la difusién de NO enddgeno
en el NMT ante la activacion de la NOSn por estimulos depolarizantes mediante
las mismas técnicas empleada para cumplir el objetivo 1. En experimentos
dindmicos y estaticos, con tejido vivo y fijado respectivamente, se buscd
especialmente la presencia de NO en las motoneuronas trigeminales (NOSn
negativas) ante la depolarizacidon de estructuras productoras de NO mediante

perfusidon con solucidén conteniendo alto-[K*]s.

3.- Para evidenciar que el NO enddgeno al difundir ingresa a las
motoneuronas trigeminales en concentraciones bioldgicamente efectivas que
permitan activar a la GCs presente en ellas (Objetivo especifico 3), se
determind si la depolarizacién induce un aumento del GMPc intracelular en
dichas células mediante estudios inmunohistoquimicos y microscopia confocal
(De Vente et al., 1998). A fin de robustecer las conclusiones, se realizaron
controles de la técnica de deteccion de GMPc mediante la administracion de NO
exdgeno (dadores de NO). Para demostrar si las variaciones de los niveles de
GMPc corresponden a variaciones en la produccion de NO enddgeno se utilizd
un inhibidor especifico de la GCs (la cual es activable por NO). Se exploro si el
incremento en la concentracion de GMPc en las motoneuronas era bloqueado
por secuestradores de NO (que impiden su difusion) e inhibidores competitivos
de la NOSn (que impiden la produccion de NO desde las fibras finas que

contienen la NOSn).
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4.- Para identificar los mecanismos que subyacen y modulan a la
transmisisén nitrérgica en el NMT (Objetivo especifico 4), se utilizaron las
mismas técnicas empleadas para cumplir los objetivos 2 y 3. Se investigd si
existen variaciones en el perfil de producciéon y difusién de NO enddgeno
(inducido por la depolarizacion), en presencia de inhibidores de la NOSn o
secuestradores de NO, y ante modificaciones en la disponibilidad de Ca®* extra
o intracelular. Se buscé especialmente en cada caso, cambios en el patrén

témporo-espacial de difusion y en el dominio de influencia del NO.

Para  procesar la informacion obtenida en las imagenes de las
microfotografias digitales capturadas se disefié un software adaptado
especialmente para nuestros experimentos dinamicos, en colaboraciéon con la
Seccion Biomatematicas de la Facultad de Ciencias. Se cuantificaron algunos
parametros de la fluorescencia: variacion relativa de la intensidad de
fluorescencia para la deteccién de NO y/o GMPc, tiempo necesario para

alcanzar el pico de fluorescencia, etc.
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6.- MATERIALES Y METODOS

Los procedimientos experimentales que se detallan a lo largo de esta
tesis cumplen con los requerimientos determinados para el trabajo
experimental con vertebrados por la “"Comisidon Honoraria de Experimentacion
Animal - CSIC, Universidad de la Republica” (CHEA). La tesista posee al dia la
acreditacion expedida por dicha Comision (categoria B, renovada en el afio
2009). El protocolo experimental desarrollado fue aprobado por la Comision de
Experimentacion Animal (Exp. N© 071140-000951-07) y refrendado por
resolucion del Consejo de la Facultad de Medicina de la Universidad de la
Republica en sesion ordinaria de fecha 1 de agosto de 2007 (resolucién N° 11).
Se realizaron los maximos esfuerzos para minimizar el nimero de animales

utilizados y su sufrimiento.

6.1.- ldentificacion de las motoneuronas trigeminales mediante

marcado retrogrado

Los cobayos fueron anestesiados con pentobarbital sédico (35 mg / Kg.
peso intraperitoneal). Luego de desinfectar la piel, ésta y el tejido celular
subcutaneo que cubre los musculos maseteros fueron rebatidos para inyectar
el marcador en dichos musculos mediante la utilizacidn de una jeringa
Hamilton; posteriormente la piel fue suturada. Una vez que cesé el efecto
anestésico se verificd que los animales ingirieran agua y alimentos en forma

normal. Los cobayos permanecieron en recuperacion durante un periodo de 7-
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14 dias para permitir que el marcador se transportara en forma retrégrada
hacia las motoneuronas del NMT ubicado en el tallo cerebral.

El marcador utilizado fue el fluoréforo CM-Dil (Chlormethylbenzamido-1,
1 dioctadecyl-3, 3, 3’, 3’- Tetramethylindocarbocyamina, Molecular Probes -
Invitrogen, Figura 13A) y fue administrado al 0,08 % en etanol 95 % en un
volumen total de 12 pl repartido en varias inyecciones. EI CM-Dil es un
derivado analogo del Dil, algo mas soluble en agua que éste ultimo, pero al
igual que otras carbocianinas de cadena larga es fuertemente fluorescente y
bastante fotoestable cuando se incorpora en las membranas celulares. Este
tipo de fluoréforo de muy baja toxicidad celular, ya que no afecta en forma
apreciable la viabilidad celular, el desarrollo u otras propiedades fisioldgicas
basicas, es utilizado en forma exitosa como marcador neuronal retrégrado y/o
anterégrado en preparados de tejido vivo (Honig y Hume, 1986; 1989a;
1989b ), en marcado de duracién prolongada en cultivos celulares (Ragnarson
et al., 1992). A diferencia de otros marcadores es bien retenido por las células
luego de los pasos de fijacidn y permeabilizacion utilizados para técnicas de

inmunohistoquimica (Matsubayashi et al., 2008).
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Figura 13: Caracteristicas del marcador retrogrado (A) Estructura de la molécula de CM-
Dil. (B) Espectro de absorcion y emision de fluorescencia del DiICy5(3) ("DiI") ligado a la bicapa
fosfolipidica de las membranas celulares. (Tomado de Molecular Probes, Inc., 2005).
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El espectro de absorcion y de emisiéon de fluorescencia del CM-Dil
determina que su visualizacidn por microscopia sea compatible con filtros
opticos para rodamina (Figura 13B). La absorcion maxima se produce a 553
nm y la emisién maxima!® a 570 nm (Molecular Probes, Inc., 2005). El
mecanismo subyacente al transporte retrégrado es la incorporacion pasiva del
marcador (Kbébbert et al., 2000) ya que las membranas celulares proveen de
un conducto conveniente para cargar el marcador lipofilico. Este se inserta en
la capa externa de la membrana celular de los axones de las motoneuronas
trigeminales que inervan los musculos maseteros que fueron inyectados y
como parte del reciclaje lipidico los fragmentos de membrana celular son
empaquetados en vesiculas y son transportados en la célula llevando consigo
las moléculas del marcador; ademas la difusion lateral dentro la membrana
puede servir para lograr tefir la célula entera aun cuando el colorante sea
aplicado localmente. Este mecanismo de captacidon es muy eficiente por lo que
el fluoréforo puede en general utilizarse a bajas concentraciones. La
fluorescencia observada generalmente es de tal intensidad que puede dificultar
distinguir en detalle los procesos de menor tamafio. El “fotobleaching” no seria
un problema mayor para la mayoria de los marcadores del tipo de las
carbocianinas, asi como tampoco son problematicos en cuanto a su posible
difusion o fuga al exterior de las células (Kobbert et al., 2000). El marcador
habitualmente no se transfiere desde una célula marcada a una no marcada a
menos que la membrana de la célula no marcada se dafie (Hofmann y

Bleckmann, 1999).

19 valores determinados en metanol y que son similares a los hallados en la membrana celular
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6.2.- Preparacion de rodajas de tallo cerebral de cobayo

Se emplearon cobayos de 180 - 220 g de peso (15 a 21 dias de vida)
previamente inyectados (7-14 dias antes) con el marcador retrogrado CM-Dil.
Los animales fueron decapitados y se obtuvieron rodajas coronales de tejido
nervioso vivo tal como se describe en Abudara et al. (2002). Se secciond la
piel que recubre el craneo, se removieron los musculos de la nuca y se
retiraron los huesos occipitales y parietales, para posteriormente aspirar el
cerebelo dejando expuesto el tronco encefalico. Rapidamente se secciond el
tronco encefélico rostralmente a los coliculos superiores y aproximadamente
0,5 cm caudal a la seccidn anterior. El trozo de tronco cerebral asi aislado fue
sumergido en solucidn cerebroespinal artificial (CE-A, ver composicién en
numeral 6.9.-), pH 7,4, equilibrada con carbdégeno (O, 95% / CO, 5%) y a 5
OC. El bloque de tejido fue adherido con cianocrilato a la plataforma de la
camara de un vibratomo (Campden Instruments) y fue seccionado en rodajas
de 200 pm siguiendo su eje coronal. Las 2 a 6 rebanadas rostrales a la
aparicion de las ramas descendentes del nervio facial, contenian el nucleo
motor del trigémino (atlas estereotaxico de referencia Rapisarda y Bacchelli,
1977) y fueron las que se seleccionaron para los experimentos. Las rodajas
que contienen el NMT fueron incubadas dentro de una caja de Petri, cada una
en una camarita con fondo de red de nylon, en la misma solucion CE-A
equilibrada con carbdgeno a temperatura ambiente por un periodo de

estabilizacion de por lo menos 30 minutos.
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6.3.- Incubacién y carga de las rodajas de tronco encefalico con

DAF-2 DA

Para monitorizar la presencia de NO intracelular en las rodajas de tejido
vivo se utilizd un indicador indirecto de NO membrana permeante: 4,5-
diaminofluoresceina diacetato (DAF-2 DA, Calbiochem). Dado que la exposicion
a la luz produce un descenso en la fluorescencia en muestras de tejido
cargadas con DAF-2 DA (Rathel et al., 2003) es estrictamente necesario
trabajar con este compuesto en un cuarto oscuro. Todas las etapas descriptas
de aqui en adelante se desarrollaron cumpliendo ese requerimiento.

Las rodajas de tejido vivo de tronco encefalico (200 um de espesor) que
contenian el NMT fueron sumergidas en 5 ml de solucién 5 uM de DAF-2 DA en
CE-A por 30 minutos a temperatura ambiente. Para minimizar los errores de
autofluorescencia (Leikert et al., 2001) se utilizaron concentraciones de DAF-2
DA 50% menores a las reportadas previamente por otros autores en rodajas
de tejido nervioso (Kojima et al., 1998b; 2001; Okada et al., 2004).
Posteriormente al periodo de incubacidn, las rodajas fueron lavadas 2 veces en
solucion CE-A fresca. Luego fueron colocadas de a una en la cdmara donde se
llevaron a cabo las maniobras experimentales.

El DAF-2 DA es un compuesto no fluorescente que permea la membrana
celular y dentro de la célula es hidrolizado por esterasas citoplasmaticas a
DAF-2, compuesto que permanece dentro de la célula por ser incapaz de

atravesar la membrana celular (Figura 14).
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Figura 14: Esquema que ilustra la estructura molecular del DAF2-DA y del DAF2. Las
esterasas citoplasmaticas modifican al primero al ingresar en las células y el segundo queda
retenido en ellas.

6.4.- Monitorizacion indirecta de la concentracion intracelular de

NO en rodajas de tejido vivo mediante el indicador DAF-2 DA

La produccion y difusion de NO se monitorea indirectamente con buena
precision anatdémica a través de la visualizacion de la fluorescencia para
triazolofluoresceina (DAF-2T) (Kojima et al., 1998b; 2001; Nakatsubo et al.,
1998, Brown et al., 1999; 2000; Okada et al., 2004). El DAF-2 permite
detectar indirectamente el NO en presencia de O, y a pH fisioldgico (7,4)
gracias a la formacion del compuesto triazolofluoresceina (DAF-2T) que no
permea la membrana celular; su umbral de detecciéon de NO es de 5 nM a pH
7,4 (Kojima et al., 1998a). La formacién del DAF-2T no se genera por la

reaccion directa del DAF-2 y el NO, sino que involucra una serie de pasos
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intermedios requiriéndose la formacidon de N,Os El N,Os es generado dentro de

la célula segun las siguientes reacciones:

2 NO + 0, — 2 NO, (1)

2 NO>; + 2 NO « 2 N,Os (2)

De acuerdo con este esquema de reacciones la formacion de N,Os necesita de
dos moléculas de NO, por lo que la relaciéon estequiométrica DAF-2 y NO es de
1:2. La formacion de NO, reaccién (1), en soluciones bioldgicas es una
reaccion lenta (Beckman y Koppenol, 1996) lo cual la convierte en un paso
limitante en la velocidad de deteccion de la técnica. El N,O3; reacciona en forma
irreversible con DAF-2 obteniéndose DAF-2T (Kojima et al., 1998a). La
secuencia detallada de reacciones necesarias para la formacion del DAF-2T se
muestra en la Figura 15 (Nakatsubo et al., 1998), mientras que la Figura 16
esquematiza resumidamente los eventos que acontecen desde que se carga el
tejido con DAF-2 DA hasta que se detecta fluorescencia para DAF-2T en la
célula. ElI DAF-2T fluoresce intensamente en el espectro del verde, siendo
maxima su excitacion a 495 nm y maxima su emisién a 515 nm (Figura 17)
por lo cual su visualizacién por microscopia es compatible con filtros épticos

para fluoresceina.
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Figura 15: Mecanismo propuesto para la deteccién de NO por el DAF-2 en presencia de
0O,. (Extraido de Nakatsubo et al., 1998)

NH,

HoN

o)
AcO 0
DAF-2 DA = 0
non-fluorescent DAF-2 DAF-2 T
Ex. 495nm-Em. 515nm{
cell membrane

Figura 16: Representacidon esquematica de los sucesos que acontecen una vez que se
incuba el tejido vivo con el marcador DAF-2 DA. Luego de permear la membrana celular es
hidrolizado a DAF-2, el cual es retenido en la célula y posteriormente en presencia de NO y O,
forma DAF-2T (extraido de Kojima et al., 1998a).
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Figura 17: Espectros de excitacion (A) y emisién (B) para DAF-2T a 37 °C en buffer
fosfato 0,1 M (pH 7,4) con valores de concentracion de NO que van desde 0 a 2,4 uM. El NO fue
adicionado bajo condiciones aerdbicas a una solucién 10 uM de DAF-2 (extraido de Kojima et al.,
1998a).

La produccién del fluoréforo DAF-2T aumenta como consecuencia de los
aumentos de la concentracion de NO y por tanto aumenta la deteccién de la
sefial fluorescente. La reaccién del DAF-2 y el NO es completamente
independiente de los niveles de Ca?* and Mg?* a concentraciones fisioldgicas
(Suzuki et al., 2002).

Sin embargo es necesario tener en cuenta ciertas consideraciones y
controles antes de interpretar los datos obtenidos mediante esta técnica, ya
que distintos factores podrian incidir en la intensidad de la sefial fluorescente
mencionada (von Bohlen und Halbach, 2003; Wardman, 2007; Hall vy
Garthwaite, 2009). A modo de ejemplo los acidos ascérbico y dehidroascdrbico
pueden reaccionar con DAF-2 generando una sefal fluorescente similar a la del
DAF-2T (Zhang et al., 2002). Por otra parte, en presencia de NO la
fluorescencia del DAF-2T puede aumentar por exposicion intensa a la luz
(Broillet et al., 2001), por iluminacién ultravioleta (Rodriguez et al., 2005) o

por la oxidacién del DAF-2 (Jourd'heuil, 2002; Espey et al., 2002; Balcerczyk
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et al., 2005). Al igual que Brown et al. (1999, 2000) para minimizar errores de
autofluorescencia se utilizé una concentracién de DAF-2 DA menor que las
reportadas en otros preparados de rodajas cerebrales (Kojima et al., 1998b;
2001; Okada et al., 2004). Para corroborar si en este modelo los incrementos
en la fluorescencia para DAF-2 T corresponden efectivamente a incrementos en
el contenido intracelular de NO se realizaron experimentos de administracion
del dador DETA/NO (el cual libera NO espontaneamente en solucién) y de
blogueo con el inhibidor de la NOS N®-Nitro-L-arginine-methyl ester.HCl (L-NAME)
en las rodajas cargadas con DAF-2 DA. El andlisis en profundidad de estos
controles experimentales se realizara en el numeral 7.2.3.- de Resultados
(Figuras 26 y 27). En nuestra camara de perfusién una solucion 2 mM de
DETA/NO libera espontdaneamente NO con un flujo de 1.54 pM / min

determinado por espectrofotometria (Abudara et al., 2002).

6.5.- Microscopia de epifluorescencia, sistema de captacion y

procesamiento de imagenes

La combinacion de fluoréforos con espectros de emision diferentes es
una herramienta muy Uutil junto con la microscopia para permitir establecer
ubicaciones celulares mediante marcado retrégrado asi como también para
determinar la existencia de colocalizacion de distintas sustancias, marcadores,
neurotransmisores, enzimas, etc., (Kébbert et al., 2000). En este estudio fue

usada para combinar la identificacion de las motoneuronas trigeminales y la
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deteccion de las variaciones de la concentracion de NO en ellas. Las
variaciones del contenido de NO dentro de las motoneuronas trigeminales
identificadas con CM-Dil se monitorearon indirectamente por medicidon de la
intensidad de la sefial para DAF-2T tanto en experimentos dindmicos como
estaticos. En los experimentos dindmicos la rodaja de tejido vivo cargada con
DAF-2 DA fue mantenida en la superficie inferior de un cubreobjetos que a su
vez constituye la parte superior de una cdmara de perfusion que fue montada
en la platina de un microscopio de epifluorescencia (Nikon Optiphot). Cada
rodaja se perfunde continuamente (1-1,5 ml/min) desde su cara inferior con
CE-A equilibrada con una mezcla de 95% O, - 5% CO..

En el microscopio de epifluorescencia se utilizaron filtros Opticos
adecuados a los espectros de excitacion y emisidon propios de cada fluoroforo.
El filtro para fluoresceina (filtro de excitacion 450 - 490 nm, espejo dicroico
510 vy filtro de barrera 520 nm) fue utilizado en el caso del DAF-2T vy el filtro
para rodamina (filtro de excitacion 510 - 560 nm espejo dicroico 580 vy filtro de
barrera 590 nm) en el caso del CM-Dil. Para identificar a las motoneuronas
marcadas retrogradamente las rodajas fueron iluminadas a través del filtro
para rodamina y a posteriori el mismo campo de observacidon se ilumind a
través de un filtro para fluoresceina para detectar la senfal DAF-2T. Se
utilizaron objetivos de 10x, 20x y 40x. Las microfotografias se capturaron
mediante una camara digital (Kodak DC 290) conectada al microscopio. La
camara fue conectada a su vez a una computadora. Para el procesamiento de
la fluorescencia para DAF-2T las imagenes fueron captadas cada 30 segundos

con un tiempo de exposicién de 0,5 segundos, manteniendo siempre los
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mismos parametros en el microscopio y la camara, y fueron almacenadas
utilizando un software adecuado para procesamiento de imagenes (Adobe
Photoshop).

Los experimentos estaticos se realizaron en camaras de incubacién y las
mediciones de la sefal para DAF-2T correspondientes a cada maniobra
experimental se realizaron en rodajas fijadas. Las rodajas fueron fijadas toda
la noche a 4°C en formaldehido al 4 % (pH 7,4), lavadas en buffer fosfato
(PBS) 0,1 M (pH 7,4) y montadas en glicerol para su observacion en un
microscopio confocal.

Un aspecto a considerar durante la visualizacion de las sefales
fluorescentes de DAF-2T y CM-Dil es la posibilidad de la ocurrencia del
fendmeno de “bleedthrough” originado en el solapamiento de sus espectros de
absorcion y emisiéon (DAF-2T 495 nm - 515 nm y CM-Dil 553 nm - 570 nm).
La figura 18 ejemplifica el fundamento de este fendmeno para otros dos
fluoréforos de maximos de absorcidén y emision similares a los usados en esta
tesis. En este sentido los resultados obtenidos con respecto a los patrones de
distribucién de la fluorescencia para DAF-2T en el NMT en situacién basal y su
modificacion con el inhibidor L-NAME van en contra de la posibilidad de que la
fluorescencia detectada para CM-Dil sea consecuencia de la presencia de sefal

DAF-2T (ver numeral 7.1.3.- y Figura 22 de resultados).
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Figural8. Ejemplo de solapamiento del espectro de dos fluoréforos e influencia del
mismo en el fenébmeno de “bleedthrough” Espectro de emision normalizado para los
fluoréforos Alexa Fluor 488 (ex 495 - em 519) y Alexa Fluor 546 (ex 556 - em 573). Aunque el
pico de emision de estos fluoroforos se encuentra en colores que son facilmente distinguibles por
el ojo humano, existe un solapamiento moderado del espectro que indica una emisidn
significativa de Alexa Fluor 488 coincidente con el valor del pico de emision de Alexa Fluor 546.
Este “bleedthrough” de la sefial puede dificultar la separacion de la sefial de los fluoréforos en
las situaciones en que la intensidad de la sefal para Alexa Fluor 488 sea mucho mayor que la
intensidad de la sefial para Alexa Fluor 546 (Tomado de Haugland, 2002)

6.6.- Analisis computacional de las variaciones de fluorescencia

para DAF-2T en experimentos dinamicos

En las imagenes almacenadas de los experimentos dinamicos se
cuantificod la fluorescencia relativa en funcién del tiempo durante las distintas
maniobras experimentales, tomando como referente la situacion inicial (la
situacion inicial de cada preparado sera su propio control). Para ello se utilizd
un programa especialmente disenado en colaboracion con la Seccién
Biomatematicas del Instituto de Biologia de la Facultad de Ciencias, tomando
como base el programa de analisis Matlab.

Las fotografias capturadas con sefal fluorescente para CM-Dil y para
DAF-2T para cada experimento dinamico fueron procesadas segun los

siguientes pasos. Inicialmente fueron convertidas a escala de grises para
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eliminar la informacién referente a los tonos y la saturacion y conservar la
referente a la luminancia. Con Ila finalidad de disminuir el costo del
procesamiento computacional la resolucion de las imagenes en escala de grises
fue disminuida en un 45% usando el método de interpolacién del vecino mas
proximo. Para eliminar ruidos de alta frecuencia las imagenes fueron tratadas
con un filtro pasa bajos gaussiano bidimensional discreto.

Luego de este proceso inicial aplicado a todas las fotografias, las
imagenes obtenidas con el filtro para rodamina de cada campo se procesaron a
fin de obtener las areas correspondientes a las motoneuronas marcadas con
CM-Dil. Esta segmentacion de la imagen que permitié distinguir entre aquellas
estructuras correspondientes a motoneuronas y el resto del tejido fue realizada
ubicando las regiones localmente conectadas cuyos valores de luminancia se
encontraron por encima de un cierto umbral. Por esta operacidén las imagenes
de intensidad de luminancia se transformaron en imagenes binarias blancas
(motoneuronas) y negras (no motoneuronas) donde pueden identificarse
regiones diferentes que posteriormente fueron sometidas a un proceso de
seleccion manual para eliminar detecciones erréneas. Es de destacar que cada
area detectada como CM-Dil positiva puede llegar a corresponder a una o mas
motoneuronas debido a que el solapamiento de las neuronas marcadas no
puede ser resuelto por esta técnica.

Una vez que se separaron las areas correspondientes a las estructuras
motoneuronales, dichas areas se utilizaron para seleccionar las regiones a ser
procesadas en la secuencia de microfotografias adquiridas con el filtro de

fluoresceina. Para hacer esto, cada imagen de dicha secuencia fue multiplicada
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por la imagen binaria obtenida correspondiente a esa misma region
obteniéndose asi los valores de intensidad de luminancia para todas las areas
seleccionadas en cada una las microfotografias. La suma de todos los valores
de intensidad de cada region fueron divididos por el area de la regién con la
finalidad de obtener un valor de intensidad normalizado (o luminancia media)
en cada area de cada fotografia de la secuencia. Luego de procesar toda la
secuencia de imagenes se obtuvo como resultante la serie temporal del perfil
de valores de fluorescencia por unidad de area para cada region del campo de
la rodaja observado durante el experimento. Luego del procesamiento de todas
las secuencias de imagenes se obtienen las series temporales de variacion de
fluorescencia para cada area determinada en cada campo observado durante
cada experimento. Un procedimiento similar se llevé a cabo para normalizar la
intensidad de fluorescencia del background: la luminancia de la regién que no
resultd marcada con CM-Dil fue integrada y dividida por su area. Al valor de
intensidad de fluorescencia para cada region de cada fotografia de la secuencia
se le restdé dicho valor del background o autofluorescencia con el fin de
eliminar cambios globales no especificos a lo largo de la serie fotografica.
Finalmente, los valores de intensidad de fluorescencia en cada region-
motoneurona (F) fueron divididos por el valor inicial de fluorescencia de esa
region en el tiempo = 0 (F,) obteniéndose el valor del cambio de fluorescencia
para DAF-2T relativo al inicio del experimento (situacién control). El cociente [F
en cada motoneurona en cada fotografia /F, para dicha motoneurona] se

graficé en funcion del tiempo en minutos.
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A modo de resumen, como resultado de este procesamiento se obtienen
para cada experimento N series temporales donde N es el numero de distintas
regiones identificadas y cada serie comienza desde 1 que es el valor de referencia
inicial. Los valores maximos de intensidad de fluorescencia que se graficaron en
los histogramas de frecuencias fueron obtenidos de estas series temporales. Para
el analisis estadistico los valores de fluorescencia correspondientes a las 10
primeras fotografias fueron descartados para evitar errores introducidos por picos
espurios que pudieran ocurrir previamente al arribo de la solucién depolarizante a
la rodaja. Solamente fueron considerados como picos o maximos verdaderos
aquellos mayores de 5% con respecto al valor basal de fluorescencia. Las
pendientes maximas para cada serie se obtuvieron tomando la maxima derivada
primera. Del analisis computacional de los datos se generaron para cada
experimento breves videos que permitieron visualizar las variaciones de
fluorescencia en la secuencia fotografica de cada campo escogido de manera mas

ilustrativa.

6.7.- Inmunohistoquimica para deteccion de GMPc

Después de cada experimento las rodajas fueron fijadas en formaldehido
al 4 % (pH 7,4) durante toda la noche a 4°C, luego de lo cual fueron lavadas
3 veces durante 20 minutos en PBS 0,1 M (pH 7,4), y crioprotegidas en una
solucion de sacarosa al 30% en PBS durante 24 horas. A la solucién
crioprotectora se agregd azida de sodio al 0,1 %. Posteriormente las rodajas

fueron sumergidas en medio protector para congelacién (Jung, Leica
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microsystems, Nussloch, Germany), congeladas y cortadas en el plano coronal
en secciones de 30 um de espesor utilizando un cridstato. Las secciones
sucesivas fueron colocadas en forma seriada en una caja con multiples
divisiones y se lavaron 3 veces durante 20 minutos en PBS. Posteriormente los
cortes fueron bloqueados durante 1 hora en albiumina de suero bovino al 2%
en PBS. Después de 3 nuevos lavados en PBS las rodajas fueron incubadas a
40C durante 24 hs con anticuerpo primario policlonal de conejo anti-GMPc
(1:1000; #AB303, Chemicon, Temecula, CA) diluido en PBS conteniendo 0,1%
Triton X100 (PBST). Al dia siguiente los cortes fueron lavados 3 veces en PBST
durante 10 minutos y fueron incubados durante 90 minutos con anticuerpo
secundario de burro anticonejo conjugado con Alexa 488 (1:1000; Molecular
Probes, Eugene, OR) diluido en PBST. Varios cortes fueron incubados
omitiéndose el anticuerpo primario, el secundario o ambos a fin de obtener
controles negativos. Por ultimo los cortes fueron lavados en PBS y montados

en glicerol para ser observados por microscopia confocal.

6.8.- Microscopia confocal

Los cortes montados fueron observados con microscopia confocal (FV
300 Olympus, Tokyo, Japan) con objetivos de 20x (para los cortes de
experimentos estaticos de determinacion de fluorescencia para DAF-2T) o de
40x (para los cortes de determinacién de inmunofluorescencia para GMPc). Las
imagenes consecutivas a intervalos de 1-5 pym fueron adquiridas en forma

secuencial con dos laseres Ar-Ion (488 nm) y He-Ne (543 nm) y utilizando el
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programa Olympus Fluoview. Los parametros del microscopio y la camara
fueron idénticos para aquellos experimentos en los que los datos fueron
comparados. La fluorescencia fue evaluada en unidades arbitrarias (AU)
utilizando el programa Image J. La intensidad de fluorescencia se calculé como
la diferencia (F - Fp) entre la fluorescencia (F) de las motoneuronas y la
fluorescencia del background (Fy) medido donde no se detectaron células
marcadas. El cociente entre Fiatamiento Y Feontror €0 l@as motoneuronas fue
graficado para cada tratamiento (Dunn et al., 1994). La seial fluorescente
para DAF-2T y la inmunofluorescente para para GMPc fueron representadas en
los graficos de experimentos estaticos como el promedio de los cocientes entre
los valores de la intensidad de la fluorescencia en las motoneuronas tratadas y
en situacién control evaluadas en unidades arbitrarias (Fiatamiento/Feontrol). EN 10S
graficos la linea punteada en los graficos representa el valor correspondiente a
la situacidn control.

Al igual que para el DAF-2T y el CM-Dil, también para el Alexa 488 (ex
495 nm - em 519 nm) y el CM-Dil (exi 553 nm-em 570 nm) se considerd la
posibilidad de ocurrencia del fendmeno de “bleedthrough”. La Figura 19
ejemplifica dos casos tipicos en los que a pesar de no existir sefial para el
conjugado Alexa 488 igualmente se detect6 la presencia de sefial para CM-Dil
en varias motoneuronas, por lo que la causa de la sefial detectada con CM-Dil
no seria la presencia de una senal de fluorescencia intensa para el Alexa 488.
También se observaron casos de células que a pesar de desarrollar alta
intensidad de la sefial para Alexa 488 no mostraron fluorescencia para CM-Dil

probablemente por no haber captado el marcador retrégrado.
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Figura 19: Microfotografias que ilustran la inmunofluorescencia para GMPc a través del
conjugado Alexa 488 en motoneuronas trigeminales identificadas con CM-Dil. Los dos
trios de microfotografias presentados corresponden cada uno a un mismo campo del NMT. Cada
campo fue observado con dos sets de laseres diferentes: uno para las motoneuronas marcadas
con CM-Dil (He-Ne, 543 nm, fotografias a la izquierda, en rojo) y otro para la deteccidon de
inmunofluorescencia para GMPc a través del conjugado Alexa 488 (Ar-Ion, 488 nm, fotografias al
centro, en verde). Las microfotografias de un mismo campo obtenidas con cada uno de los
laseres fueron superpuestas con la finalidad de detectar la colocalizacion de ambos marcadores y
por lo tanto evidenciar la presencia de GMPc dentro de las motoneuronas (fotografias de la
derecha). Notese que existen motoneuronas que no presentaron sefal fluorescente para Alexa
488 pero si fueron identificadas como motoneuronas por medio del marcador retrégrado CM-Dil.
Barra de calibracién: 50 pm.

6.9.- Tratamiento de las rodajas. Soluciones y drogas

Las rodajas fueron perfundidas (1 - 1,5 ml / min) o incubadas con CE-A

equilibrada con 95% 02 - 5% CO, a temperatura ambiente. La composicion de
la solucién CE-A fue (en mM): NaCl, 130; KCI, 3,0; CaClp, 2,4; MgSOg4, 1,3;
NaHCO3, 20; KH2PO4, 1,25; D-glucosa, 10. En diferentes tratamientos

experimentales se modifico6 la composicion de la solucién CE-A o se
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incorporaron drogas a esta solucién. El estimulo depolarizante fue desarrollado
mediante la administracion de solucion CE-A modificada (alto-[K*],; 13-30
min) en la cual el KCI fue incrementado a 43-60 mM realizando Ia
correspondiente sustitucion del NaCl a fin de mantener la osmolaridad de la
solucidon. Las diluciones de las diferentes drogas se prepararon en el dia
protegiéndolas de la exposicion a la luz en el caso de ser fotosensibles.

En los experimentos con L-NAME este bloqueante fue incluido en forma
continua en la CE-A desde etapas iniciales antes de cargar el tejido con DAF-2
DA. En el resto de los experimentos de bloqueo las rodajas fueron tratadas
previamente (20 minutos antes) y durante la exposicion al alto-[K™], con

alguno de los bloqueantes mencionados en la tabla presentada a continuacion.

Propiedad Nombre completo Abreviatura Dosis

Inhibidor de la NOS NE-Nitro-L-arginine-methy! ester.HCI L-NAME 0,3-1 mM

Vinyl-L-NIO, N®-(1-Imino-3-butenyl)-L-
Inhibidor selectivo de la NOSn L-VNIO 1uM
ornithine

2-(4-Carboxyphenyl)-4,4,5,5-
“Secuestrador” de NO tetramethylimidazoline-1-oxyl-3-oxide, c-PTIO 30 uM

potassium salt

H-[1,2,4] Oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-
Bloqueante de la GCs obQ 5-10 uM
one

Blogueante de canales de Na*

tetrodotoxin TTX 1 uM
voltaje dependientes
Bloqueante de canales de Ca®*
voltaje dependientes w-Conotoxin MVIIC w-ctx-MVIIC| 1 uM

presinapticos tipo N, Py Q
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Para determinar la influencia del Ca®* extracelular sobre el aumento de
la sefial fluorescente para GMPc inducida por alto-[K™],, las rodajas fueron
incubadas previamente (20 minutos) y durante la exposicidon al alto-[K*], en
una solucién CE-A modificada con bajo [Ca®*],-alto-[K*], cuya composicién fue
igual a la de la solucién depolarizante alto-[K*], con los siguientes cambios:
Ca®* (0,2 mM), Mg** (4 mM) y presencia del quelante de Ca** EGTA (2 mM).

El dador de NO diethylenetriamine/nitric oxide adduct 2,2’-
(Hydroxynitrosohydrazono)bis-ethanimine (DETA/NO; 2 mM) y el agonista
glutamatérgico NMDA (N-Methyl-D-aspartato, 10 pM) se administraron
disueltos en solucion CE-A.

L-NAME y L-VNIO fueron adquiridos en Alexis (Plymouth Meeting, PA); c-
PTIO, ODQ, TTX, w-Conotoxin MVIIC y NMDA fueron adquiridos en Tocris
(Ellisville, MO) y el EGTA, y DETA/NO fueron adquiridos en Sigma (St. Louis,

MO).

6.10.- Analisis estadistico

Salvo que se especifique lo contrario, los valores de los resultados de
todos los analisis se expresan como la media £ ES y el valor de n representa el
nimero de motoneuronas. Para comparar los efectos de los diferentes
tratamientos experimentales se utilizd el test no paramétrico Mann-Whitney U-
test de dos colas dado que los datos obtenidos no presentaron una distribucién
normal. En los experimentos dindmicos para comparar el cociente entre la

maxima amplitud y la pendiente de ascenso de las curvas de intensidad de
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fluorescencia para DAF-2T ante diferentes tratamientos, en primer lugar se
identificaron las curvas de regresién lineal de mejor ajuste para cada grupo de
datos. Posteriormente, se aplicdé a las rectas un analisis estandar de
covarianza. Para todos los experimentos el nivel de significancia considerado
fue p < 0,05, si bien se indicd con cdédigos de asteriscos el valor de p en cada
caso. El andlisis estadistico se realizé utilizando el programa SPSS 15.0 para
Windows. Los graficos se realizaron utilizando los programas SPSS 15.0 para

Windows y Corel DrawX3 (2005).
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7.- RESULTADOS

La presentacion de los resultados obtenidos se desarrolla siguiendo su

orden de vinculacién con los objetivos especificos planteados.

7.1.- Indagar la existencia de produccion de NO enddégeno en

situacion basal (Objetivo especifico 1)

7.1.1.- Las motoneuronas trigeminales pueden ser
identificadas en rodajas de tejido vivo por marcado

retrogrado con CM-Dil

Las motoneuronas trigeminales se proponen como el blanco neural
postsinaptico del NO a estudiar en este trabajo. Por lo tanto para analizar la
difusion del NO y visualizar su eventual ingreso a dichas células fue preciso
identificarlas correctamente dentro del NMT en tejido vivo.

Los nucleos motores del VO par fueron identificados visualmente bajo
lupa en las rodajas vivas de tronco encefalico como estructuras simétricas,
densas, ovales y opacas de ubicacion medial al nldcleo sensorial del trigémino y

ventro-lateral a la sustancia gris periacueductal (esquema Figura 20A).
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Figura 20: ldentificacion de motoneuronas trigeminales por marcado retrégrado en
rodajas de tejido vivo. (A) Esquema de una rodaja coronal de tronco encefalico donde se
indica la localizacion del NMT (flecha). (B) y (C) Microfotografias de dos grupos de
motoneuronas en el NMT marcadas retrdgradamente con CM-Dil, que corresponden a dos
rodajas diferentes (200 pm de espesor) observadas a baja (B) y alta (C) magnificacion. En (C)
las cabezas de flecha sefialan dos procesos dendriticos claramente identificables. Un nlcleo
celular que no es invadido por el fluoréforo se indica con una flecha. La observacion se realizé
con filtro optico para rodamina. Barra de calibracién: 50 um en (B) y en (C).

El uso de CM-Dil como marcador retrogrado fluorescente inyectado en
los musculos maseteros permiti®6 una adecuada identificacion de las
motoneuronas trigeminales en tejido vivo no fijado de rodajas de tronco
encefalico de cobayo. El NMT fue localizado en las rodajas por microscopia a

baja magnificacion (Figura 20B). A mayor magnificacion (20x) los cuerpos
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celulares mostraron una fluorescencia intensa, granular y de color rojo que es
tipica del marcado con este derivado soluble de la carbocianina lipofilica
(Figura 20C). La sefial fluorescente se localizé en el citoplasma somatico, el
pericarion, respetando el ndcleo celular y en segmentos iniciales de procesos
dendriticos. Las motoneuronas presentaron somas de formas trapezoides y
multipolares, con didmetros en un rango de 20 a 60 pm (promedio 35 um; n =
82).

Las células identificadas con CM-Dil coinciden en su ubicacion con la del
NMT (Uemura-Sumi et al., 1982) y su morfologia concuerda con las
descripciones previas de motoneuronas trigeminales (Shigenaga et al., 1988).
Esto permite descartar el marcado de estructuras no neuronales, por ejemplo
interneuronas o glias, como consecuencia de la difusion del fluoréforo desde
cuerpos neuronales seccionados durante la preparacion de las rodajas (Honig y
Hume, 1989a; 1989b). Debido a que se ha reportado la existencia de
resultados falso-negativos en el uso de marcadores fluorescentes inyectados
para su migracién en forma retréograda (Richmond et al., 1994), es probable
que estructuras celulares presentes en el NMT y que no se marcaron con CM-
Dil pudieran corresponder a motoneuronas trigeminales que no captaron el
fluoréforo. A pesar de ello, solamente se consideraron como motoneuronas
trigeminales aquellas estructuras que presentaron fluorescencia para CM-Dil
(CM-Dil positivas).

Como se detallara mas adelante, también fueron identificadas
exitosamente motoneuronas trigeminales marcadas retrégradamente CM-Dil

positivas en rodajas de tronco encefélico sometidas a fijacion.
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7.1.2.- EI NO enddégeno es detectado en motoneuronas

trigeminales carentes de NOSn en condiciones basales

La monitorizacion del NO en las rodajas vivas de tronco encefalico que
contienen el NMT mediante DAF-2 DA fue puesta a punto en forma exitosa tal
como lo muestra la Figura 21 donde se observa la fluorescencia de color verde
para DAF-2T localizada en distintos sectores de las motoneuronas trigeminales
en ausencia de estimulacidn. También se aplico en forma efectiva ésta técnica

en rodajas de tronco sometidas a fijacién (ver Figuras 31 y 32).

Figura 21: Monitorizacion de NO intracelular en el NMT de rodajas de tejido vivo
cargadas con el indicador indirecto DAF-2 DA. Obsérvese la fluorescencia para DAF-2T en el
citoplasma, nucleo y prolongaciones de las motoneuronas trigeminales en rodajas de tejido vivo.
El fluordforo es detectado intracelularmente en todas aquellas estructuras que contengan NO en
concentraciones superiores al umbral de deteccidn. La observacion se realizé con filtro para
fluoresceina. Barra de calibracion: 50 ym.
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Dado que ni las motoneuronas ni otros somas expresan NOSn o tienen
actividad NADPH-d en el NMT (Abudara et al., 2002), la fluorescencia para
DAF-2T sélo podra ser detectada en las motoneuronas postsinapticas si el NO
es sintetizado en fuentes diferentes a ellas y si difunde desde alli hasta
alcanzarlas. De este modo mediante la deteccion de DAF-2T en las
motoneuronas se evidencidé la produccién y difusion de NO desde fuentes
enddgenas extramotoneuronales hacia las motoneuronas en ausencia de

estimulacién (condiciones basales).

7.1.3.- Existen diferentes patrones de distribucion del NO

en condiciones basales dentro del NMT

La localizaciéon que presentd la fluorescencia para DAF-2T fue diferente
en distintas rodajas en condiciones basales identificAandose tres patrones de
distribucién del fluoréforo. Dentro del patron I fueron incluidas aquellas rodajas
en las que no se detectd fluorescencia para DAF-2T en el NMT (26 rodajas,
38%, Figura 22A, a, a’ y a”). En el patrén II se identificaron estructuras DAF-
2T positivas / CM-Dil negativas granulares y similares a fibras, cercanas a
somas neuronales DAF-2T negativos (y que por ende no contienen NO) / CM-
Dil positivos (y que por ende corresponden a motoneuronas) (12 rodajas,
17%, Figura 22Ab, b’ y b”). Aunque la fuente de origen del NO no fue
investigada en estas rodajas, las mencionadas estructuras podrian
corresponder a las fibras neurales delgadas pre-sinapticas nitrérgicas, dado

que (a) las estructuras DAF-2T positivas similares a fibras del patrén II hacen
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recordar la morfologia, el tamano y la relacidon espacial con las motoneuronas
trigeminales, de la inervacién nitrérgica descrita por nuestro grupo en cortes
fijados de 15 ym de espesor (Abudara et al., 2002) y (b) debido a que el L-
NAME, inhibidor de NOS, disminuye su visualizacién (ver parrafo siguiente y
Figura 22B). El resto de las rodajas mostraron somas neuronales DAF-2T
positivos y fueron incluidas en el patrén III (31 rodajas, 45 %, Figura 22Ac, c’
y c”). En este patréon se constaté la presencia de zonas con doble marcado
DAF-2T y CM-Dil positivas (en amarillo en Figura 22 ¢”), muchas de ellas de
contornos celulares claramente delineados, indicadoras de la presencia de NO
dentro de las motoneuronas en condiciones basales, lo que permite concluir
que el NO endogeno liberado desde una fuente externa a las motoneuronas
difunde, las alcanza e ingresa a ellas. Al igual que en las rodajas del patrén II,
también en rodajas pertenecientes al patréon III se detectaron procesos DAF-2T
positivos, similares a fibras en adyacencia con motoneuronas DAF-2T negativas
(véase cabezas de flecha en la Figura 22Ab” y c”). La produccién basal de NO

por las fibras delgadas no seria en esos casos suficiente para alcanzar a las

células DAF-2T negativas (Philippides et al., 2005).
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Figura 22: Produccién y difusion de NO endégeno en condiciones basales en el NMT. (A) Patrones de
distribucion de fluorescencia para DAF-2T en rodajas vivas de tronco encefalico de cobayo en condiciones basales en
el NMT. Cada trio de microfotografias de cada fila (a, a’, a”; b, b’, b” y ¢, ¢/, c”) corresponde a un mismo campo. Las
rodajas fueron observadas con dos sets de filtros dpticos diferentes: uno para motoneuronas marcadas con CM-Dil
(rodamina, primera columna, en rojo) y otro para deteccion intracelular de NO por DAF-2T (fluoresceina, segunda
columna, en verde). Las microfotografias obtenidas con cada uno de los filtros fueron superpuestas para detectar
colocalizacion de marcadores (superposicion, tercera columna, colocalizacion en amarillo). Se encontraron tres
patrones de sefial DAF-2T: (I) Ausencia de fluorescencia DAF-2T (a’, a”), (II) Estructuras granulares similes a fibras
DAF-2T positivas/CM-Dil negativas (b’, b”) y (III) Fluorescencia DAF-2T en somas mayoritariamente identificadas
como motoneuronas CM-Dil positivas (c’, c”). La flecha en b” sefiala estructuras similes a fibras neurales, que no
son parte de motoneuronas y son DAF-2T positivas (verdes) rodeando a una motoneurona DAF-2T negativa (roja).
Las cabezas de flecha en b” y c” sefialan procesos DAF-2T positivos que no corresponden a motoneuronas en
adyacencia con motoneuronas DAF-2T negativas. La flecha en c” indica una motoneurona DAF-2T positiva en
proximidad con otra motoneurona DAF-2T negativa (indicando ausencia de “bleedthrough” entre las sefales
fluorescentes). Barra de calibracion: 50 um. (B) Distribucidn de frecuencia (porcentaje de rodajas) de los patrones
de fluorescencia para DAF-2T en el NMT en condiciones basales y en presencia de L-NAME. Obsérvese como ante la
administracién de solucién L-NAME (0,3 - 1 mM) aumenta la frecuencia del patréon I en detrimento de II y III.
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En la figura 22B se representa la distribucion de frecuencia de los tres
patrones de localizacién de fluorescencia para DAF-2T en el NMT en situacién
basal. La perfusién de las rodajas con solucién conteniendo el inhibidor de la
NOS: L-NAME (0,3-1 mM) (Rees et al., 1990; Boer et al., 2000, Alderton et
al., 2001) disminuyd el porcentaje de ocurrencia de los patrones II y III
sumados de un 62 % a un 25 % (Figura 22B). Esto ultimo y el hecho de que el
NO sea detectado dentro de las motoneuronas trigeminales en ausencia de
estimulacién exdgena (Figuras 21 y 22Ac’ y ¢”) robustecen el concepto de que
en el NMT el NO endégeno se genera y difunde basalmente. Si bien la mayoria
de las motoneuronas fueron DAF-2T negativas en condiciones basales, al ser
alcanzadas por la liberacion ténica de NO enddégeno podria modularse su
actividad tal como lo indican: (1) el incremento de la actividad sinaptica
generada en ellas ante la administracion de dadores de NO (Abudara et al.,
2002) o (2) la modificacion de su reobase y potencial de membrana frente al
blogueo de la NOS y la GCs por azul de metileno (Fernandez-Alvarez et al.,

2011).

Sobre los resultados hasta aqui expuestos se sustenta el cumplimiento
del primer objetivo planteado en esta tesis de determinar si en situacién basal
existe produccién de NO enddgeno en el NMT. Por otra parte es importante
destacar que en un 45 % de las rodajas la produccion basal de NO enddgeno
difunde y alcanza a las motoneuronas trigeminales incluyéndolas en su dominio

de influencia.
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7.2.- Demostar que ante la depolarizacion de mudltiples fibras
nitrérgicas delgadas el NO endogeno liberado incluye a las
motoneuronas trigeminales en su dominio de influencia (Objetivo

especifico 2)

7.2.1.- La perfusién con alto-[K*"], aumenta la producciéon y

difusion de NO en el NMT con respecto a la situacion basal

2+7, libre

El influjo de Ca®* al interior neuronal y el incremento de la [Ca
vinculados a la actividad neural constituyen los eventos que tipicamente
disparan la produccién neuronal de NO por activacién de la isoenzima Ca®*-
calmodulina dependiente NOSn (Bredt y Snyder, 1990; Garthwaite y Boulton,
1995). De acuerdo a la hipotesis de trabajo expuesta, la depolarizacidon abriria
canales de Ca?" voltaje dependientes (CCVDs) situados en las terminales
nerviosas generando el influjo de Ca®" necesario para permitir la activaciéon de
la NOSn. Por lo tanto se investigara el efecto de la depolarizaciéon sobre la
generaciéon de NO en rodajas cargadas con DAF-2 DA. Tal como se ha
planteado en las puntualizaciones metodoldgicas, se utilizé como estimulo
depolarizante la perfusiéon de las rodajas con solucidn fisioldgica con alta
concentracion de K* (alto-[K*], (Kimura et al., 1995) que produciria una
entrada de Ca’* a través de canales de CCVDs localizados en las terminales
presinapticas (Huston et al., 1995; Dobrev et al., 1997; Photowala et al.,

2005).
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La Figura 23 muestra el curso temporal de la distribucién de NO en el
NMT en una rodaja viva del tronco encefalico del cobayo durante la aplicacion
del estimulo depolarizante. El campo observado permite identificar los somas
de 4 motoneuronas CM-Dil positivas. El area de fluorescencia para el DAF-2T
se expande en el campo visual seleccionado de la rodaja durante la aplicacién
de solucion con alto-[K*], llegando a superponerse con las motoneuronas 1, 2

y 3 en el plano estudiado, pero no alcanza a la motoneurona 4.

A  CM-Dil (Alto [K'],)

C CONTROL==SOLUCION DEPOLARIZANTE

Figure 23: La perfusion con alto-[K"], induce un aumento en los niveles de NO enddégeno
en el NMT. (A) Microfotografia de un campo del NMT en el cual se detectan 4 motoneuronas
identificadas por marcado retrégrado con el fluoréforo CM-Dil (filtro para rodamina). (B) Dibujo en
camara clara del mismo campo que en (A) donde se han contorneado con rojo los limites de las
estructuras celulares para discernir con mayor claridad los limites de las mismas. (C) Variaciones de
la fluorescencia intracelular para DAF-2T en motoneuronas trigeminales durante la perfusion con
alto-[K*], en el mismo campo que (A) y (B) (filtro para fluoresceina). El campo seleccionado
muestra fluorescencia para DAF-2T en condiciones basales (control, tiempo 0). En la secuencia
fotografica el tiempo transcurrido luego de la aplicacion del alto -[K*],, (flecha) se indica en cada
foto abajo a la derecha (min). Cada una de las fotos de la secuencia se ha superpuesto con la figura
(B) a fin de evidenciar si la sefial DAF-2T alcanza a las motoneuronas identificadas. La sefial para
DAF-2T aumento en intensidad y extensidn, las motoneuronas 1 y 2 parecen ser alcanzadas por la
“nube” de fluorescencia desde los primeros minutos del experimento, la neurona 3 a partir de los 8
minutos y la neurona 4 no seria alcanzada. Barra de calibracién: 20 pm.
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Un aumento en la intensidad de la fluorescencia indicaria una mayor
concentracion del NO porque las estructuras fluorescentes producen ellas
mismas NO o porque estan recibiendo NO desde otras estructuras fuente. Un
aumento en el area de fluorescencia (i.e., la aparicién de fluorescencia en
sectores del campo previamente negativos) sefalaria que nuevas estructuras
contienen NO, ya sea porque dichas estructuras han producido NO (estructuras
fuente) ya sea porque han recibido NO desde afuera (estructuras blanco). El
aumento en area e intensidad de la sefial fluorescente indica que existid
produccion de NO pero no permite afirmar que también ocurrié difusidon. En
nuestro modelo podemos afirmar que existié ademas difusion de NO cuando
las motoneuronas trigeminales (carentes de NOSn) inicialmente negativas para
el DAF-2-DA, adquieren la fluorescencia para el fluoréforo de manera tal que

ésta permite delinear el contorno celular y marcar su interior.

En el ejemplo de la Figura 24, el alto-[K*], aumenté en forma
significativa la fluorescencia para DAF-2T en las motoneuronas identificadas
con CM-Dil lo que sugiere que la depolarizacion incrementa el contenido de NO
en las motoneuronas. El estudio del curso temporal de las variaciones de
fluorescencia para DAF-2T se evalud antes y durante la perfusion con alto-

[K*]o, tal como se detalla para este experimento representativo.
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Figura 24: La perfusion con alto-[K*], induce un aumento en los niveles de NO
endégeno en las motoneuronas trigeminales NOSn-negativas. (A) Microfotografias del
campo seleccionado en el NMT donde se distinguen motoneuronas. (a) Las imagenes
fluorescentes corresponden a las motoneuronas trigeminales identificadas por marcado
retrogrado utilizando CM-Dil. (b) El dibujo en camara clara de las estructuras fluorescentes
fotografiadas en (a) permite discernir con mayor claridad los limites de las mismas (n = 9). (c)
Los contornos rojos que se superponen a las motoneuronas de la microfotografia (a) representan
la identificacion automatica que realiza de dichas células el software de medicion de
fluorescencia para DAF-2T a fin de seleccionar la zona a monitorear en el transcurso del
experimento. (B) Variaciones de la fluorescencia intracelular para DAF-2T en motoneuronas
trigeminales durante la perfusion con alto-[K*],. El campo seleccionado no muestra fluorescencia
para DAF-2T en condiciones basales (control, tiempo 0) pero el estimulo depolarizante la induce.
En la secuencia fotografica el tiempo transcurrido luego de la aplicacion de alto-[K*], (flecha) se
indica en cada foto abajo a la izquierda (min). Inicialmente se detecta un incremento difuso de
la fluorescencia (0,5 a 3 min), después del cual la sefial tiende a ubicarse con mayor intensidad
en zonas discretas (3 a 8 min) para luego delimitar las estructuras correspondientes a las
motoneuronas que se tornan DAF-2T positivas (8 a 20,5 min). La delimitacion de la estructura
neuronal por el fluoréforo brinda evidencia a favor de que el NO realmente ingresé a las
motoneuronas trigeminales. Barras de calibracién: 20 pym.

Las motoneuronas fueron identificadas en cada campo mediante
marcado retrégrado (Figura 24A). El campo del ejemplo corresponde al patrén
basal I ya que no puede detectarse NO en situacién basal (control DAF-2T

negativo, Figura 24B, 0 min). La perfusion con alto-[K*],, induce inicialmente
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un extenso y simultaneo incremento de la sefal fluorescente para DAF-2T (0,5
a 3 min, Figura 24B). Posteriormente la sefal comienza a distribuirse en forma
mas localizada y con mayor intensidad, en zonas discretas cuya forma y
ubicacién coinciden con las motoneuronas NOSn negativas que en el tiempo 0
eran DAF-2T-negativas (3 a 20,5 min, Figura 24B). Esto sugiere que fuentes
nitrérgicas ajenas a las motoneuronas liberan NO enddgeno el cual difunde
hasta las motoneuronas e ingresa a ellas. Si la forma de la motoneurona puede
definirse por el contenido de NO entonces el NO entro a la célula y la llené.
Para evidenciar con mayor claridad las zonas de colocalizaciéon de los
fluoroforos DAF-2T y CM-Dil, en la Figura 25A se superpuso la versién en color
verde de la secuencia fotografica que muestra el curso temporal de las
variaciones de la fluorescencia DAF-2T (observada en la figura 24B) con la
version en color rojo que muestra la identificacién de las motoneuronas con
CM-Dil (de la fotografia 24Aa). A partir de los 3 min y hasta los 20,5 min las
zonas donde coinciden ambos fluoréforos aparecen en amarillo y representan
la presencia de NO en las motoneuronas trigeminales, esto se hace mas
evidente en los casos en que el NO “invade” en forma completa a las células y
por tanto el borde de las zonas amarillas se delinea con la forma de las
motoneuronas. Obsérvese a modo de ejemplo el caso de las motoneuronas
que han sido identificadas con los nimeros 1, 3, 8 y 9 en la Figura 24A y en el

inset del grafico 25B.
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Figura 25: Curso temporal de las variaciones de la fluorescencia intracelular para DAF-2T en
motoneuronas trigeminales durante la perfusién con alto-[K*],. (A) Representacion a color
correspondiente al experimento de la Figura 24 que evidencia con mayor claridad la evolucién de la
presencia de NO enddgeno en las motoneuronas. A las imagenes en color de la secuencia fotografica
registrada en 24B se les superpuso la imagen en color de la fotografia de identificacién de motoneuronas
con CM-Dil en el mismo campo del NMT de la Figura 24Aa. En rojo se observan las motoneuronas
marcadas retrogradamente con CM-Dil. En verde se identifican las zonas con marcado intracelular para
DAF-2T. En amarillo se detectan las zonas de colocalizacidon de ambos fluoréforos que evidencian la
presencia de NO enddgeno en las motoneuronas inducida por la depolarizacion. (B) Grafico del curso
temporal de la sefial fluorescente para DAF-2T en el mismo experimento que (A). La sefial fluorescente
se expresa como el cociente entre la intensidad de la fluorescencia dentro de cada area identificada
como motoneurona en cada tiempo de la curva y el valor inicial de fluorescencia en el tiempo 0 en esa
misma area (F/Fp). En el inset se representan las zonas detectadas y numeradas automaticamente como
estructuras motoneuronales CM-Dil positivas (n = 9). Notese que los maximos o picos de las curvas en
(B) estan temporalmente correlacionados con la emergencia de estructuras en color amarillo en (A).
Barra de calibracion: 20 pm.
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Los cambios de intensidad de la sefial fluorescente para DAF-2T en cada
motoneurona identificada fueron graficados en funcién del tiempo para cada
experimento; en el caso ejemplificado en la figuras 24B y 25A la grafica se
observa en la Figura 25B. En las curvas consignadas pueden distinguirse dos
fases. El primer componente podria corresponderse con el inicio de la sintesis
simultdnea de NO en multiples fibras y el comienzo del ingreso de NO a las
motoneuronas (primeros 5 min; Figura 25B). El segundo componente (8 -19
min; Figura 25B) muestra los picos maximos de la sefal fluorescente que
pueden correlacionarse con el maximo ingreso de NO a las motoneuronas, tal
como se observaba en las motoneuronas DAF-2T positivas en las figuras 24B
y 25A.

De acuerdo con las propiedades de difusiéon del NO en medios lipidicos y
acuosos (Kelm y Schrader, 1988; Denicola et al., 1996; Moller et al., 2005) es
esperable que el NO pudiera reclutar a células cercanas a las fuentes
nitrérgicas en un lapso no mayor a unos pocos minutos a medida que difunde
desde sus fuentes. Consecuentemente se podria pronosticar que cuanto mas
cercanas estuvieran las células entre si menor seria el retardo existente entre
ellas en el arribo del NO; sin embargo las latencias de inicio al ingreso de NO
en las motoneuronas no se relacionaron directamente con la distancia entre
dichas células. A modo de ejemplo obsérvense las curvas de la Figura 25B.
Para las células vecinas nUmero 6 y numero 7 las latencias de inicio fueron de
16 y 8 minutos respectivamente (intervalo entre la latencia de una y otra de 8
minutos), y en el caso de la célula niumero 3 la latencia de inicio fue de 10

minutos, existiendo un intervalo entre su latencia y la de la distante célula 7 de
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2 minutos, que resulta 4 veces menor que en el caso de las células vecinas 6 y
7. Adicionalmente, en la motoneurona ubicada en el centro del area 4 (area
que claramente involucra a mas de una motoneurona) no se detecta el ingreso
de NO a pesar de estar cercanamente rodeada por neuronas que a diferentes
tiempos se tornan DAF-2T positivas, tal como lo muestra la aparicién de
sucesivas areas amarillas que le son adyacentes en la secuencia fotografica de
la figura 25A. Tampoco se detecta incremento de fluorescencia en la célula
nimero 5 a pesar de que se encuentra muy cercana a la célula numero 3 que
se “carga” de NO. Por lo tanto si bien se esperaria que el campo de difusidon
alcanzara células adyacentes esto no necesariamente acontece, lo que refleja
en parte la complejidad del modelo bioldgico utilizado (ver en discusion vy
conclusiones numeral 8.5.).

El retardo requerido para generar la sefal intracelular DAF-2T puede ser
determinado por las propiedades del marcador u otros aspectos metodoldgicos
y también factores bioldgicos. Para la deteccion de DAF-2T se han reportado en
la bibliografia latencias del rango de varios minutos (Kojima et al., 1998b;
2001; Okada et al., 2004), lo cual depende en parte de la existencia de pasos
intermedios para su produccién; alguno de ellos lentos como la formacion de
NO, (ver métodos). El tiempo de arribo de la solucidon con alto-[K*], a las
fuentes nitrérgicas también puede retardar la aparicién de sefial DAF-2T en las
motoneuronas ya que una vez en la cdmara de registro el alto-[K*], perfunde
la superficie inferior de la rodaja para luego atravesar todo su espesor hasta
alcanzar la zona de las motoneuronas trigeminales del campo observado por

microscopia que corresponde a la superficie superior de la rodaja (ver
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métodos). Ademas en este modelo la acumulacién intracelular de NO es el
resultado neto de la influencia de factores que facilitan o reducen la llegada del
mensajero a las motoneuronas por lo cual el retardo también puede incluir el
tiempo necesario para alcanzar la concentracion de NO correspondiente al
umbral de deteccion del fluoréforo (Kojima et al., 1998a). En este sentido la
disponibilidad de NOSn y de su posibilidad de activacién, la densidad de
inervacion, la disipacion y ‘“secuestro” del NO y la cercania de las
motoneuronas a los vasos sanguineos podrian afectar la disponibilidad del
mensajero y por tanto el tiempo de generacion de DAF-2T. Particularmente en
el NMT la delgadez y separacién entre las fibras nitrérgicas demorarian la
obtencién de la concentracion umbral de deteccién de NO (Philippides et al.,
2005; Ott et al., 2007) y ademas no se conoce la efectividad del influjo de Ca®*
a través de los CCVDs presinapticos para activar la NOSn. Si bien todo lo
anterior debe considerarse en forma global probablemente los argumentos
bioldgicos tengan menos impacto en la explicacion del retardo total de
deteccion de la senal fluorescente para el DAF-2T que los aspectos
metodoldgicos y los vinculados a las propiedades del fluoréforo.

En suma si bien la interpretacién de estos experimentos debe ser
cuidadosa, entre otras cosas porque analizan la difusién del NO en una seccién
bidimensional (el plano focal) de la rodaja tridimensional, ellos evidencian que
la dindmica difusional ocurre en forma multidireccional y que la produccién de
NO es suficiente para que varias estructuras sean alcanzadas por el mensajero

sin necesidad aparente de contacto anatdomico estrecho?® entre las fuentes

20 nm en las sinapsis quimicas
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nitrérgicas y las motoneuronas trigeminales. Por lo tanto los resultados aqui
expuestos apoyan la teoria de una transmisidon en volumen mediada por el NO
en el NMT en este caso inducida ante la depolarizacion simultanea vy

cooperativa de varias fuentes nitrérgicas.

7.2.2.- ElI incremento de la sefal DAF-2T en Ilas
motoneuronas inducido por la depolarizacién con alto-[K* ],
efectivamente esta vinculado con la produccién de NO

enddégeno

Los picos maximos de la sefal para DAF-2T descriptos ante la
depolarizacion con alto-[K*], no se detectaron en las motoneuronas
trigeminales en experimentos en situacién control (al perfundirse con solucién
fisioldgica), ni durante la inhibicion de la NOS cuando la perfusiéon con alto-
[K*], fue desarrollada en presencia de L-NAME en rodajas incubadas
previamente con este inhibidor (L-NAME + alto-[K*],), tal como se observa en
la Figura 26 (graficos A y B respectivamente). En ambas condiciones la
producciéon de NO no fue suficiente para alcanzar a, o ser detectada en, las
motoneuronas. Por el contrario la perfusién de las rodajas con el dador de NO
DETA/NO desencadend el incremento de la fluorescencia (Figura 26C). Tales
resultados indicarian la vinculacion existente entre incremento de Ia
fluorescencia para DAF-2T y la presencia de NO (Figura 26, A y C) y entre la
activacion de la NOS y la produccién de NO enddgeno durante la depolarizacién

(Figura 26, Ay B).
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Figura 26: La sefal fluorescente para DAF-2T es originada tanto por el NO endégeno generado
por activacion de la nNOS ante la depolarizacion como por el NO exdgeno liberado por
dadores de NO. Los graficos muestran ejemplos tipicos del curso temporal de las variaciones de la
intensidad de fluorescencia para DAF-2T en las motoneuronas trigeminales durante la perfusién de las
rodajas vivas de tronco encefalico con: (A) solucion fisioldgica (control), (B) inhibidor competitivo de la
NOS aplicado previamente y durante la administracién de solucién depolarizante (L-NAME + high-[K*],)
y (C) dador de NO (DETA/NO). Obsérvese que no se registran aumentos de la intensidad de
fluorescencia en situacidon control, ni ante el bloqueo por el L-NAME del efecto del estimulo depolarizante
sobre la activacién de la NOS, pero si se detectan incrementos cuando la rodaja recibe el aporte
exdgeno de NO por medio de un dador. En el inset de cada grafico se representan como manchas negras
numeradas las zonas automaticamente seleccionadas para medir sefal DAF-2T que corresponden a las
estructuras motoneuronales identificadas con CM-Dil en el campo seleccionado. La sefal fluorescente
para DAF-2T se expresa y grafica de igual forma que en la Figura 25B.
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Para hacer el analisis de la respuesta obtenida en las rodajas ante los
diferentes tratamientos experimentales, todos los maximos de la intensidad de
fluorescencia de la sefial DAF-2T, expresados como la relacidon entre F/F, (ver
material y métodos y leyenda de la Figura 25B), fueron agrupados en
categorias para la construccion de histogramas de frecuencias (tamano del
intervalo, 0,5; rango 1 - 6, Figura 27A). En los histogramas correspondientes
a la situacion control y a los experimentos con L-NAME + alto-[K*], los
maximos de sefial para DAF-2T se ubicaron en las categorias 1 y 1,5, pudiendo
corresponder estos picos a variaciones randomicas (Figura 27A, histogramas
superiores). Por el contrario, ante la perfusion con alto-[K*], se registraron en
las motoneuronas maximos de la sefial DAF-2T incluidos en la categoria 2 y
mayores que 2 (Figura 27A, histograma inferior izquierdo). No se detectaron
picos en estas categorias ni en situacidén control ni durante el tratamiento con
L-NAME + alto-[K™], lo que sugiere que la deteccion de estos maximos de
intensidad de fluorescencia para DAF-2T requiere especificamente de la
presencia de NO intracelular de origen enddgeno. En este sentido, por un lado
durante los experimentos control la ausencia de depolarizacién previno el
incremento de Ca** intracelular necesario para la activacion de la NOSn, y por
otro, durante el bloqueo con L-NAME aunque la rodaja se despolarizd con alto-
[K™], la activacion de la NOSn fue inhibida en forma competitiva (Figure 27A,

histogramas superiores).
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Figura 27: Distribucion de frecuencia de valores maximos de sefal fluorescente DAF-
2T en las motoneuronas trigeminales ante distintos tratamientos recibidos por las
rodajas de tejido vivo. (A) Histogramas de frecuencia de los maximos valores de intensidad
de fluorescencia para DAF-2T agrupados en categorias (intervalo 0,5; rango de 0,5 a 6) para
rodajas sometidas a diferentes tratamientos: control, alto-[K*],, L-NAME + alto-[K*], Yy
DETA/NO. Los valores de intensidad de fluorescencia incluidos en las categorias mayores de 2 se
detectan Unicamente en los histogramas de los experimentos con alto-[K*], o DETA/NO. n =
namero de células (motoneuronas trigeminales identificadas). (B) Curvas de frecuencia
acumulada de los maximos valores de intensidad de fluorescencia para DAF-2T en las
motoneuronas trigeminales para iguales tratamientos que en (A). Las rodajas tratadas con alto-
[K*], y DETA/NO presentan incremento del contenido de NO en las motoneuronas con respecto
a las rodajas control (p < 0,05). El efecto del tratamiento con alto-[K*], fue bloqueado por L-
NAME tal como lo muestra la curva del tratamiento con L-NAME + alto-[K*], que no fue
diferente a la curva control (p > 0,05). * = p < 0,05 en comparacidn con el control.
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La curva de frecuencia acumulada para los maximos de sefial DAF-2T
muestra mayor presencia de motoneuronas DAF-2T positivas ante el
tratamiento con alto-[K*], si se la compara con las curvas de frecuencia
acumulada de los experimentos control y con L-NAME + alto-[K*], (p < 0,05,
Figura 27B). Debido a que las motoneuronas son NOSnh negativas el NO
enddgeno responsable de estos picos debe originarse en otras estructuras del
NMT vy difundir hasta ellas para desencadenar la deteccién de fluorescencia
para DAF-2T.

Con el fin de realizar la validacién del DAF-2 DA como un sensor sensible
y especifico para el NO en este modelo, rodajas cargadas previamente con
DAF-2 DA fueron perfundidas con solucién conteniendo el dador DETA/NO (2
mM). El curso temporal de la respuesta al DETA/NO mostrd tipicamente en
todas las motoneuronas trigeminales registradas un incremento simultaneo,
intenso y de niveles similares en la fluorescencia para DAF-2T (Figura 27C).
Dado que los perfiles de variacion de la sefial DAF-2T fueron similares en todas
las motoneuronas se descarté que (1) la heterogeneidad en la carga basal del
marcador en diferentes sectores del NMT (Rodriguez et al., 2005) o (2) un
acceso diferencial del O, (Ledo et al., 2005) en el tejido, pudieran generar
distorsién de los registros de fluorescencia obtenidos. Al igual que en los
experimentos con alto-[K*],, las motoneuronas trigeminales de las rodajas
tratadas con DETA/NO mostraron valores maximos de seial intracelular para
DAF-2T iguales y mayores que 2 (Figura 27A, histograma inferior derecho); de

hecho las curvas de frecuencia acumulada para los picos de fluorescencia
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detectados en los experimentos con alto-[K*], y en los experimentos con
DETA/NO no fueron significativamente diferentes (p > 0,05, Figura 27B).

A modo de resumen cabe destacar que, a pesar de la dificultad para
asegurar que la sefal fluorescente para DAF-2T en las motoneuronas
trigeminales es linealmente proporcional exclusivamente a la concentracién
intracelular de NO “libre” (Hall y Garthwaite, 2009; Hill et al., 2010), es valido
afirmar que en el NMT los incrementos en dicha sefal requieren de la presencia
y aumento del contenido intracelular de NO. Esta afirmacion se sustenta (a) en
que la fluorescencia en las motoneuronas se incrementa como resultado de la
administracidon exdgena de dador (DETA/NO) con consecuente liberacion de NO
y (b) en que el incremento de la fluorescencia generada por alto-[K*], es
impedido por la administracién del inhibidor competitivo de la NOS (L-NAME).
El bloqueo por el L-NAME del aumento de la sefal DAF-2T ante la
depolarizacién permite vincular la depolarizacion con la produccion de NO
enddgeno. Como las motoneuronas no tienen la capacidad de sintetizar NO y la
depolarizacién incrementa el contenido de NO enddgeno en ellas, el NO debe
difundir desde otras estruturas fuente hasta las motoneuronas trigeminales

postsinapticas incluyéndolas en su campo de difusion.

Estos resultados por tanto permiten afirmar el cumplimiento del segundo
objetivo planteado en esta tesis que proponia verificar si el NO enddgeno
liberado desde fuentes nitrérgicas ante estimulos depolarizantes incluia a las

motoneuronas trigeminales en su dominio de influencia.
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A continuacidn se profundizara en aspectos vinculados a la dindmica del
incremento de la concentracion de NO frente a diferentes maniobras

experimentales.

7.2.3.- La dinamica de incremento en la concentracion de
NO en las motoneuronas trigeminales es diferente si el NO

es generado enddégenamente o es aplicado exdbgenamente.

Aunque los picos detectados ante el tratamiento con DETA/NO y ante la
despolarizacion con alto-[K*], presentan maximos de fluorescencia similares,
son generados por fendmenos claramente diferentes: en el primer caso la
fuente de NO es exdgena y en el segundo es enddgena. En tal sentido seria
esperable que la dindmica de aumento de la concentraciéon de NO intracelular
en las motoneuronas no fuera la misma en ambas situaciones, vy
consecuentemente tampoco la dindmica de generacion de la sefal para DAF-
2T. De hecho tal como lo muestra el grafico de barras de la Figura 28 la
latencia para alcanzar el maximo de fluorescencia para DAF-2T es mayor en el
caso del tratamiento con DETA/NO que para la despolarizaciéon con alto-[K*],

(p < 0,05).
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Figura 28: La latencia a la maxima concentracion de NO en las motoneuronas trigeminales
es diferente en las rodajas tratadas con alto-[K*],y con DETA/NO. Grafica que representa la
media del tiempo transcurrido en minutos desde el inicio del experimento hasta el momento en que
se alcanza la maxima fluorescencia en las motoneuronas trigeminales para los grupos
experimentales control y tratados con alto-[K*], o DETA/NO (latencia a la respuesta maxima
detectada por DAF-2T). Notese que el grupo con menor latencia a la respuesta maxima corresponde
al que recibié estimulo depolarizante con alto-[K*],. El nimero en el sector superior de cada barra
corresponde al valor de la media para cada situacion experimental. Los asteriscos sobre las barras
representan el valor de p al comparar con la situacidon control y el ubicado sobre la llave recta
representa p al comparar las otras situaciones experimentales. n = nimero de células; * = p <0,05;
*** = p <0,001

Para comparar la dindmica de incremento de la concentracion
intracelular de NO en las motoneuronas ante un tratamiento y otro se grafico
el curso temporal de la fluorescencia, representado por la pendiente de
ascenso al maximo, en funcién de la maxima intensidad de fluorescencia
alcanzada en las motoneuronas de las rodajas tratadas con alto-[K*], y
DETA/NO (Figura 29, inset). Los parametros graficados varian
proporcionalmente ajustando con lineas rectas siendo mayor la pendiente para
los experimentos de despolarizacion con alto-[K™], que para los de
administracion exdégena de NO con DETA/NO (p < 0,001, Figura 29). Esta

diferencia puede reflejar efectivamente I|a existencia de mecanismos
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subyacentes distintos y de diferente velocidad en el origen de la presencia de
NO en las motoneuronas trigeminales en estos experimentos, por ejemplo la
sintesis de NO por la NOSn podria ser mas rapida que la liberacion de NO
desde el dador. Por otra parte la eventual generacién de radicales oxidativos
podria producir la oxidacion del DAF-2 a un compuesto radicalar intermedio
aumentando la sefal fluorescente en las motoneuronas trigeminales frente a la
despolarizacién (Espey et al., 2002; Jourd’heuil, 2002); sin embargo el
incremento en la generacidn neuronal de superdxido (0O2) ha sido reportado
ante el aumento de la actividad metabdlica celular (Bredt, 1999) pero no

frente al tratamiento con alto-[K*], (Bindokas et al., 1996).
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Figura 29: La dinamica de incremento de la concentracion de NO dentro de las motoneuronas
trigeminales es diferente si el NO es generado endégenamente o si el NO es aplicado exé6genamente. El
inset en la parte superior muestra como se obtuvieron a partir de cada curva de curso temporal de la intensidad
de fluorescencia para DAF-2T los valores de la maxima pendiente de ascenso y de la maxima fluorescencia
alcanzada por cada motoneurona. Estos datos fueron graficados para cada una de las motoneuronas identificadas
tratadas con alto-[K*], o con DETA/NO. En la grafica obtenida con los datos se superpone la curva de regresion
lineal de mejor ajuste a cada uno de los grupos experimentales. r> = 0,78 para alto-[K*], (n = 75) y r* = 0,77
para DETA/NO (n = 15). El incremento de la concentracion de NO en las motoneuronas es mayor y acontece mas
réapidamente al ser inducido por la depolarizacidon con alto-[K*], que ante la administracion de NO exdgeno. Se
aplico el test de covariancia entre las curvas: p < 0,001.

112



Un aspecto a considerar con respecto al estimulo depolarizante masivo
intencionalmente escogido es que la aplicaciéon de alto-[K™], por mas de 15
min puede ser muy artificial con respecto a lo que realmente sucederia en
condiciones fisioldégicas en el NMT para activar multiples fibras. En tal sentido
parecid importante determinar si efectos similares podian ser observados
frente al uso de un estimulo mas “fisiolégico” como al disminuir el tiempo de
aplicacion de alto-[K™], o la administracion de un neurotransmisor. Dado que
la latencia al maximo efecto sobre la fluorescencia para DAF-2T ante la
perfusion con alto-[K*], tuvo una media de aproximadamente 13 minutos en
los experimentos dinamicos realizados, se desarrollaron experimentos
“estaticos” en rodajas cargadas con DAF-2 DA incubandolas con alto-[K*],
durante 13 minutos. En otros experimentos también “estaticos” las rodajas
fueron expuestas a NMDA 10 pM, agonista glutamatérgico que tipicamente
media el influjo celular de Ca®*" en el SNC y por tanto podria generar la
activacion de la NOSn en las fibras presinapticas (ver discusion). En ambos
casos, al finalizar cada experimento el tejido fue fijado y luego montado para
la observacién por microscopia confocal.

La respuesta obtenida con estos tratamientos fue consistente con la del
tratamiento con alto-[K*], en los experimentos dinamicos. En los experimentos
estaticos ambos estimulos aumentaron la fluorescencia para DAF-2T en las
motoneuronas trigeminales con respecto al tratamiento control, si bien Ia
respuesta observada con el NMDA fue de menor intensidad que la del alto-
[K*]o (Figura30). Por tanto, el incremento de la concentracion intracelular de

NO enddgeno en las motoneuronas trigeminales durante la despolarizaciéon con
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alto-[K*], es observable también frente a otros estimulos depolarizantes y/o
generadores de aumento del influjo de Ca®' y puede ser reproducido en
experimentos estaticos. De aqui en mas este fue es el tipo de experimento que

se utilizd para el cumplimiento los restantes objetivos planteados.
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Figura 30: El incremento de la concentracion de NO en las motoneuronas trigeminales
es inducido también en experimentos estaticos al depolarizar y al administrar un
agonista glutamatérgico. Grafica que representa la intensidad de la sefial fluorescente para
DAF-2T en las motoneuronas trigeminales de un grupo de rodajas control, otro tratado con alto-
[K*], durante 13 minutos y un grupo de rodajas tratadas con NMDA (10 puM). Ante ambos
tratamientos se detectd un incremento en la sefal para DAF-2T en comparacion a la situacion
control, siendo el incremento observado con el NMDA menor que el inducido por la
depolarizacién. La linea punteada horizontal representa el valor de la media correspondiente a la
situacion control. El nimero sobre las barras corresponde al valor de la media para cada
situacion experimental. Los asteriscos sobre las barras representan el valor de p en comparacion
a la situaciéon control y los ubicados sobre la llave recta sefialan los valores de p al comparar las
otras situaciones experimentales. n = nimero de células, *** = p < 0,001
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7.3.- Evidenciar que el NO enddégeno al difundir ingresa a las
motoneuronas trigeminales en concentraciones biolégicamente
efectivas que permitan activar a la GCs presente en ellas

(Objetivo especifico 3)

7.3.1.- La administracion de NO exdgeno incrementa la
inmunofluorescencia para GMPc en las motoneuronas

trigeminales

De acuerdo a los datos obtenidos por las técnicas imagenoldgicas con
DAF-2 DA, el NO sintetizado por las fibras nitrérgicas delgadas ante la
depolarizacion masiva con alto-[K*], es suficiente para difundir y alcanzar a las
motoneuronas trigeminales. Sin embargo no estd demostrado si la
concentracion de NO enddgeno que arriba a dichas células es suficiente para
modular su funcidn. La GCs es la molécula blanco del NO mas estudiada. La
misma ha sido inmunolocalizada en las motoneuronas trigeminales donde la
enzima media el efecto de los dadores de NO sobre la excitabilidad neuronal
(Abudara et al., 2002). Se consideraron como concentraciones de NO
bioldgicamente efectivas aquellas capaces de activar la GCs motoneuronal y
por tanto de aumentar la formacidon de GMPc intracelular en las motoneuronas

trigeminales. El aumento del GMPc intracelular podria ser responsable
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entonces de la modulacion de la actividad neuronal tal como ha sido propuesto
(Abudara et al., 2002).

Mediante el empleo de inmunohistoquimica de fluorescencia para
deteccién de GMPc (De Vente et al., 1998) se buscé evaluar y localizar sitios
donde existiera actividad de la GCs y evidenciar asi la presencia de una
concentracidon bioldgicamente efectiva de NO enddégeno (Hall y Garthwaite,
2009). A manera de control metodoldgico se administré a las rodajas el dador
de NO DETA/NO (2 mM) a fin de verificar si la activacion de la GCs
motoneuronal por el NO liberado era detectable en las rodajas como
incrementos en la sefal fluorescente para GMPc.

Efectivamente el NO administrado exdégenamente incrementé Ila
concentracion de GMPc intracelular en la motoneuronas trigeminales con
respecto a la situacion basal (Figura 31A y B). Cabe destacar que en el
experimento que se presenta en las fotografias de dicha figura en situacion
control ya era detectable la inmunofluorescencia para GMPc, lo cual podria
indicar actividad basal de la GCs inducida quizas por la produccion basal de

NO.
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Figura 31: La administracion exégena de NO incrementa la sefial de inmunofluorescencia para
GMPc en motoneuronas trigeminales con respecto a la situaciéon control. (A) Las microfotografias
muestran la deteccién de GMPc en motoneuronas trigeminales en condicién basal y ante la administracion de
DETA/NO. Cada trio de microfotografias presentado en cada fila corresponde a un mismo campo del NMT. Las
rodajas fueron observadas con dos sets de filtros dpticos diferentes: uno para las motoneuronas marcadas con
CM-Dil (rodamina, primera columna, observadas en rojo) y otro para la deteccion de GMPc intracelular por
inmunofluorescencia (fluoresceina, segunda columna, observada en verde). Las microfotografias de un mismo
campo obtenidas con cada uno de los filtros fueron superpuestas con la finalidad de detectar la colocalizacion
de ambos marcadores y por lo tanto evidenciar la presencia de GMPc dentro de las motoneuronas
(superposicion, tercera columna, colocalizacién observada en amarillo). La fila superior corresponde a un
ejemplo tipico de experimento en situacion control y la inferior a un experimento de administracion exdgena
de NO (DETA/NO 2 mM). Noétese que se detetectdé GMPc en ambas condiciones experimentales observéandose
diferente intensidad de la sefial en una y otra. Barra de calibracién: 50 um (B) Grafica que representa la
intensidad de la sefial inmunofluorescente para GMPc en las motoneuronas trigeminales de un grupo de
rodajas en situacion control y un grupo de rodajas tratadas con DETA/NO. La linea punteada representa el
valor de la media correspondiente a la situacion control. La presencia de GMPc es mayor en las motoneuronas
que recibieron NO exdgeno, lo que esta en concordancia con el papel que tiene el mismo en la activacion de la
GCs. El niumero sobre las barras corresponde al valor de la media para cada situacién experimental. n =
numero de células, *** = p < 0,001
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7.3.2.- La depolarizacion con alto-[K"], aumenta la sefial de
inmunofluorescencia para GMPc en las motoneuronas

trigeminales NOSn-negativas que expresan la GCs

Una vez testada la técnica se determind si el NO generado
endégenamente ante el estimulo depolarizante al ingresar en las
motoneuronas postsinapticas podria activar a la GCs. El alto-[K*], incremento
la sefal de inmunofluorescencia para GMPc en las motoneuronas identificadas
con CM-Dil al compararla con el control (Figura 32). El aumento de la sefal
causado por la depolarizacion con alto-[K*], fue atribuido a un aumento de la
actividad de la GCs ya que el ODQ (5-10 yM), potente y especifico inhibidor de
esta enzima previno en forma completa dicho efecto (Figura 32B).

El hecho de que el ODQ reduzca la senal fluorescente de GMPc en las
motoneuronas trigeminales por debajo de la sefial de la situacion control
(Figura 32B) sugiere que probablemente dicha sintesis se desarrolla
fisioldgicamente en las motoneuronas en situacién basal. Esto estaria en
concordancia con la produccidon basal de NO enddgeno planteada en numerales

anteriores.
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Figura 32: EI NO enddégeno alcanza a las motoneuronas trigeminales postsinapticas en
concentraciones biolégicamente efectivas para activar a la GCs. (A) Microfotografias que
ejemplifican un experimento en el NMT donde la administracion de alto-[K*], determina un
incremento en la sefial de inmunofluorescencia para GMPc en las motoneuronas el cual es
totalmente prevenido al tratar la rodaja con el inhibidor especifico de la GCs: ODQ (5-10 uM),
antes y durante la perfusién con alto-[K*],. Barra de calibraciéon: 50 um. (B) El grafico de
barras ilustra que el NO enddgeno producido ante la depolarizacion con alto-[K*], incrementa la
sintesis de GMPc en las motoneuronas a través de la activacidon de la GCs. El tratamiento con
alto-[K*], incrementa la inmunofluorescencia para GMPc con respecto a la situacion control. El
efecto de la depolarizacion es totalmente prevenido por el ODQ (5 - 10 uM). Nétese que la sefial
ODQ + alto-[K*], es menor que la detectada en situacion control (asteriscos sobre la barra para
ODQ). La linea punteada representa el valor de la media correspondiente a la situacion control.
El nimero sobre las barras corresponde al valor de la media para cada situacidn experimental. n
= nUmero de células, *** = p < 0,001
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Estos resultados soportan el concepto de que durante la depolarizacién
(de las terminales nerviosas) el NO liberado que ingresa a las motoneuronas
trigeminales es suficiente para activar la GCs promoviendo la sintesis de GMPc.
Se puede concluir entonces que el NO enddgeno ingresa a las motoneuronas
en concentraciones bioldgicamente efectivas, tal como se planteaba evidenciar

en el objetivo 3, lo cual le permitiria modular las motoneuronas postsinapticas.

7.4.- ldentificar los mecanismos que subyacen y modulan a la

transmisison nitrérgica en el NMT (Objetivo especifico 4)

7.4.1.- Desde la estimulacion de las fuentes nitrérgicas
premotoras a la produccién post-sinaptica de GMPc en las
motoneuronas: una secuencia que subyace a la transmision

anterégrada mediada por el NO en el NMT

Desde la perspectiva de la neurotransmisién anterégrada clasica, los
mecanismos que acoplarian la depolarizaciéon con alto-[K*], con la sintesis
postsinaptica de GMPc en las motoneuronas incluirian: la activacidon de canales
de Na* - voltaje dependientes responsables del potencial de accion en las
fibras nitrérgicas presinapticas durante la depolarizacion, apertura de canales
de Ca’* voltaje dependientes localizados en la terminal presinaptica, entrada
de Ca®" a través de dichos canales, la activaciéon de la NOSn por el influjo de
Ca®* y la produccién de NO en las fibras premotoras, la difusion de NO desde

las fibras y el ingreso de NO al interior de las motoneuronas trigeminales
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NOSn-negativas y la activacién de la GCs soluble presente en dichas células
con la consecuente formacion de GMPc mediador de la neurotransmisiéon o
neuromodulacién. Con la finalidad de evidenciar los distintos pasos de esta
secuencia se determind como distintas sustancias de accién farmacoldgica
inhibidora especifica en cada una de las fases mencionadas influian en la sefial
de inmunofluorescencia para GMPc y/o en la de fluorescencia de DAF-2T
generadas durante la administracidon de alto-[K™],. Es importante recordar que
ya se ha explicitado el papel del ODQ como inhibidor del Gltimo paso de esta
secuencia; los resultados obtenidos con los otros farmacos se exponen a

continuacion.

7.4.2.- La transmisidon anterdgrada entre las fibras
nitrérgicas premotoras y las motoneuronas trigeminales

requiere de activacion neural

La administracion de alto-[K*], en presencia de TTX (1 pM), un
blogueante especifico de canales de Na* responsables del potencial de accion,
inhibié por completo tanto la senal de fluorescencia para DAF-2T como la de
inmunofluorescencia para GMPc en las motoneuronas trigeminales (Figuras
33A y B respectivamente). Esto indica que la activacion de los canales de Na*
voltaje dependientes es un componente fundamental en las transmision
mediada por NO durante la actividad neural. La TTX provocé la reduccion de
ambas sefales fluorescentes por debajo de la sefial correspondiente a la

situacion control. Esto sugiere la existencia de liberacién enddégena de NO en
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forma dependiente de la actividad neural en concentraciones biolégicamente
efectivas y la consecuente produccion de GMPc en condiciones basales en las
motoneuronas, en concordancia con lo observado en la Figura 22, y

probablemente debida a actividad neural espontanea en las rodajas.
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Figura 33: La transmisidon anterégrada mediada por NO en el NMT depende de la
actividad neural. (A) Grafica que compara la intensidad de la sefal fluorescente para DAF-2T
en las motoneuronas trigeminales entre rodajas tratadas con alto-[K*], y tratadas con TTX +
alto-[K*],. La TTX (1 uM) bloqued el incremento en el contenido neuronal de NO inducido por la
depolarizacién. (B) Grafica que representa la intensidad de la sefal inmunofluorescente para
GMPc en las motoneuronas trigeminales entre tratadas con alto-[K*], y tratadas con TTX + alto-
[K*]o. La TTX (1 puM) bloqued el incremento en el contenido neuronal de GMPc inducido por la
depolarizacion. Tanto en (A) como en (B) la linea punteada representa el valor de la media
correspondiente a la situacion control. El nimero sobre las barras corresponde al valor de la
media para cada situacidn experimental. Los asteriscos sobre las barras representan el valor de
p en comparacién a la situacion control y los ubicados sobre llaves rectas sefialan los valores de
p al comparar las otras situaciones experimentales. n = nimero de células, *** = p < 0,001
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7.4.3.- La transmision anterégrada mediada por NO en el
NMT requiere de la apertura de canales de Ca?* voltaje-
dependientes presinapticos y del ingreso de Ca**

extracelular a las terminales

Como la actividad enzimatica de la NOSn es Ca®*-calmodulina
dependiente su activacion se vincula al incremento en las concentraciones
intracelulares de Ca®*. Este incremento en el NMT ocurriria ante el influjo del
i6n a través de CCVDs ubicados en la terminales nitrérgicas. Se testo el efecto
del bloqueo de los CCVDs y de la disminucién de la [Ca®'], sobre la sefial
fluorescente inducida por alto-[K*], en las motoneuronas.

El tratamiento de las rodajas con un bloqueante de los CCVDs
presinapticos de tipo N, P y Q (Llinas y Moreno, 2004), la conotoxina w-ctx-
MVIIC (1 pM) administrado previamente y durante la administracion alto-[K*],,
evitd el incremento de fluorescencia para DAF-2T generado por la
depolarizacién (Figura 34A).

Por otra parte la sefial de inmunofluorescencia para GMPc inducida por
alto-[K*], fue inhibida en las motoneuronas cuando las rodajas fueron
incubadas en solucién fisioldgica extracelular conteniendo baja [Ca®*], (0,2
mM), alta [Mg**], (4 mM) y el quelante de Ca’* EGTA (2 mM) (Figura 34B).
Ambos hechos permiten afirmar que la transmisién nitrérgica en el NMT
requiere del influjo de Ca®* al interior de las fuentes y que este se desarrolla a

través de canales Ca®* voltaje-dependientes presinapticos.
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Figura 34: La transmision anterégrada mediada por NO en el NMT requiere del influjo
de Ca?" extracelular a la fuente nitrérgica a través de canales de Ca?' voltaje
dependientes presinapticos. (A) Grafica que representa la intensidad de la sefial fluorescente
para DAF-2T en las motoneuronas trigeminales de un grupo de rodajas tratadas con alto-[K*],y
un grupo de rodajas tratadas w-ctx-MVIIC + alto-[K*],. La conotoxina w-ctx-MVIIC (1 pM)
blogued el incremento del contenido neuronal de NO inducido por la depolarizacion. (B) Grafica
que representa la intensidad de la sefal inmunofluorescente para GMPc en las motoneuronas
trigeminales de rodajas tratadas con alto-[K*], y rodajas expuestas a solucion depolarizante
conteniendo bajo-[Ca?*], + alto-[Mg?*], + EGTA + alto-[K*],. La solucién extracelular con bajo-
[Ca%™], + alto-[Mg?*], + EGTA (2 mM) bloqued el incremento en el contenido de GMPc en las
motoneuronas trigeminales inducido por la depolarizaciéon. Tanto en (A) como en (B) la linea
punteada representa el valor de la media correspondiente a la situacion control. El nimero sobre
las barras corresponde al valor de la media para cada situacion experimental. Los asteriscos
sobre las barras representan el valor de p en comparacion a la situacion control y los ubicados
sobre llaves rectas sefialan los valores de p al comparar las otras situaciones experimentales. n
= nUmero de células, *** = p < 0,001
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7.4.4.- La transmision anterégrada mediada por NO en el
NMT requiere la activacion de la NOSn y la produccion de

NO en las fibras nitrérgicas premotoras

Si bien en el desarrollo de los objetivos 1 y 2 se habia demostrado que
la deteccion de NO de origen enddgeno en el NMT tanto en condiciones basales
como ante la depolarizacion con alto-[K*], era prevenida por el tratamiento
con L-NAME, este inhibidor de la NOS no permite discernir cual de las
isoenzimas de la NOS ha sido activada. Por lo tanto las rodajas fueron tratadas
previamente y durante la depolarizacién con un inhibidor selectivo de la NOSn,
el L-VNIO (1 pM) (Alderton et al., 2001). El L-VNIO abolié el aumento de la
inmunofluorescencia para GMPc inducido por el alto-[K*], por lo que se
demuestra que ese aumento depende de la activacién de la NOSn (Figura 35).
La NOSn en el NMT del cobayo solamente ha sido detectada en la fibras
delgadas nitrérgicas presinaticas descriptas previamente (Abudara et al.,
2002); esto, junto con los resultados aqui indicados, sefala a dichas fibras
como fuentes del NO enddégeno producido ante la depolarizacion que son

capaces de sostener una transmision anterégrada efectiva en el NMT.
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Figura 35: La transmision anterograda mediada por NO en el NMT requiere la activacion
de la NOSn presinaptica. Grafica que representa la intensidad de la sefal inmunofluorescente
para GMPc en las motoneuronas trigeminales de un grupo de rodajas tratadas con alto-[K*], y un
grupo de rodajas tratadas con L-VNIO + alto-[K*],. El L-VNIO (1 uM), bloqued el incremento en el
contenido neuronal de GMPc inducido por la depolarizacion. La linea punteada representa el valor de
la media correspondiente a la situacion control. El nimero sobre las barras corresponde al valor de
la media para cada situacion experimental. Los asteriscos sobre las barras representan el valor de p
en comparacion a la situacion control y los ubicados sobre la llave recta sefiala los valores de p al
comparar las otras situaciones experimentales. n = niumero de células, *** = p < 0,001

7.4.5.- La transmision anterograda mediada por NO en el
NMT requiere la difusion de NO desde las fibras y su
ingreso al interior de las motoneuronas trigeminales NOSn-

negativas

Para determinar si el NO liberado desde las terminales nitrérgicas
presinapticas difunde a través del medio extracelular como neurotransmisor en
volumen hasta alcanzar la motoneuronas trigeminales, las rodajas fueron

incubadas antes y durante la depolarizacién con c-PTIO, un “secuestrador” de
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NO extracelular. El c-PTIO que es un radical libre estable y soluble en agua, es
capaz de reaccionar estequiométricamente con el NO de forma tal que este
gueda atrapado en el medio extracelular sin poder atravesar las membranas e
ingresar a las células. El tratamiento de las rodajas con c-PTIO (30 pM) inhibid
potentemente el incremento de la inmunofluorescencia para GMPc inducida por
el alto-[K*], (Figura 36), lo cual demuestra que el NO enddgeno responsable
de la activacién de la GCs en las motoneuronas es suministrado por fuentes

nitrérgicas externas a las motoneuronas.
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Figura 36: La transmision anterégrada mediada por NO en el NMT requiere de la difusion
extracelular de NO desde fuentes extramotoneuronales. Grafica que representa la intensidad
de la sefial inmunofluorescente para GMPc en las motoneuronas trigeminales de un grupo de rodajas
tratadas con alto-[K*], y un grupo de rodajas tratadas con c-PTIO + alto-[K*],. El c-PTIO (30 uM),
bloqueéd el incremento en el contenido neuronal de GMPc inducido por la depolarizacién. La linea
punteada representa el valor de la media correspondiente a la situacién control. El nimero sobre las
barras corresponde al valor de la media para cada situacién experimental. Los asteriscos sobre las
barras representan el valor de p en comparacion a la situacion control y los ubicados sobre la llave
recta sefiala los valores de p al comparar las otras situaciones experimentales. n = nimero de
células, *** = p < 0,001
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7.4.6.- Resumen de los resultados obtenidos correspondientes al

cuarto bloque

En suma, a la luz de todos los resultados aqui expuestos, resumidos en los
graficos de las Figuras 37 y 38, se puede afirmar que el incremento de los niveles

de NO vy de GMPc detectados en las motoneuronas ante Ia
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Figura 37: La transmision anterograda mediada por NO en el NMT depende de la
actividad neural y requiere del influjo de Ca?' y apertura de CCVDs presinapticos.
Grafica que resume los resultados de la variacion de la fluorescencia de DAF-2T en
experimentos estaticos que permiten analizar la secuencia de eventos que vinculan la
depolarizacion con alto-[K*], con el aumento de la concentracion de NO en las motoneuronas
trigeminales. Tanto la TTX (1 pyM) como la conotoxina w-ctx-MVIIC (1 uM) al ser administradas
previamente y durante la perfusién con alto-[K*], bloquean el aumento de la sefial DAF-2T
inducido por la depolarizacién. La linea punteada horizontal representa el valor de la media
correspondiente a la situacién control. El nimero sobre las barras corresponde al valor de la
media para cada situacidén experimental. Los asteriscos sobre las barras representan el valor de
p en comparacién a la situacién control y los ubicados sobre las llaves rectas sefialan los valores
de p al comparar las otras situaciones experimentales. n = nimero de células, *** = p < 0,001
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depolarizacion con alto-[K*], se producen siguiendo una secuencia de eventos
que permiten vincular las fibras presinapticas premotoras como fuentes y las
motoneuronas trigeminales como blanco de la neurotransmision anterdgrada

nitrérgica en el NMT.
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Figura 38: La transmision anterégrada mediada por NO en el NMT depende de la actividad neural y
requiere de Ca?* extracelular, de la activaciéon de la NOSnh presinaptica, de la difusién de NO y de la
activacion de la GCs. Grafica que resume los resultados de la variacidon de la inmunofluorescencia para GMPc
en experimentos estaticos y que permiten analizar la secuencia de eventos que vinculan la depolarizaciéon con
alto-[K*], con el aumento de concentracién de GMPc en las motoneuronas trigeminales. La TTX, la baja
[Ca®™],, el L-VNIO, el c-PTIO y el ODQ al ser administradas previamente y durante la perfusién con alto-[K*],
bloguean el aumento de la sefial inmunofluorescente para GMPc inducida por la depolarizacion. Notese que en
todos los casos los bloqueantes llevan los valores de inmunofluorescencia por debajo del valor de la situacién
control lo que aporta evidencias a favor de la produccién basal de NO por las fibras nitrérgicas en el NMT. La
linea punteada representa el valor de la media correspondiente a la situacién control. El nimero sobre las
barras corresponde al valor de la media para cada situacién experimental. Los asteriscos sobre las barras
representan el valor de p en comparacion a la depolarizacidén con alto-[K*],. Debajo de la grafica se presentan
los valores de p al comparar las otras situaciones experimentales. n = nimero de células, ** = p < 0,01, ***
=p < 0,001
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8.- DISCUSION Y CONCLUSIONES

Aqui se ha demostrado que en rodajas de tronco encefélico la
administracion de solucion depolarizante  alto-[K*], incrementa la
concentracion de NO y de GMPc en las motoneuronas trigeminales NOSn-
negativas que contienen GCs (Figuras 24, 25 y 32). Estos resultados pueden
ser atribuidos a (1) la liberacion de NO desde las fibras delgadas NOSn-
positivas como consecuencia del ingreso de Ca?* a través de CCVDs
presinapticos durante la actividad neuronal lo cual a su vez (2) activa la NOSn
Ca®*-calmodulina regulada en las terminales nerviosas llevando a la
producciéon de NO que (3) difunde desde las fibras premotoras e ingresa a las
motoneuronas trigeminales en concentraciones adecuadas para (4) activar la
GCs e incrementar el GMPc intracelular. Ademas en el NMT también se detecta
producciéon de NO enddégeno y GMPc en condiciones basales. Estos resultados
evidencian que en el NMT el NO generado enddgenamente por activacién de la
NOSn puede sostener la sefializacidon anterdgrada a pesar de la gran diferencia
entre el tamafo de la fuente y el tamano del blanco. Debido a que la difusién
de NO es multidireccional, es necesario explicitar que el término anterdgrado
hace referencia aqui a la direccionalidad del efecto nitrérgico: el NO liberado
desde las fibras premotoras modula la actividad de las motoneuronas
postsinapticas. Es importante destacar que aunque en este trabajo se haga
hincapié en la transmision anterdgrada, el NO serd capaz de actuar en el NMT

en forma retrégrada y/o anterégrada en cualquier blanco, celular o subcelular,
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existente dentro de su volumen difusion si es que lo alcanza en

concentraciones bioldgicamente efectivas.

8.1.- Las fuentes nitrérgicas que responden al estimulo con alto-

[K]e en el NMT

Debido a que en el NMT del cobayo (1) la NOSn fue detectada
exclusivamente en las fibras premotoras y terminales botdn-similes
intimamente asociadas a las motoneuronas trigeminales, y (2) el aumento de
GMPc inducido por la depolarizacidon con alto-[K]. fue inhibido por el inhibidor
de la NOSn L-VNIO (Figura 35), es posible concluir que la liberacion de NO y
consecuente produccion de GMPc debe tener origen en dichas fibras. Ni la
actividad para la NADPH-d asociada con NOSn (Hope et al., 1991) ni la
inmunoreactividad para NOSn fueron detectadas en las motoneuronas
trigeminales del cobayo (Abudara et al., 2002). Analogamente en la rata, las
motoneuronas trigeminales (Pose et al., 2011b) y del hipogloso (Montero et
al., 2008) tampoco presentan maquinaria para la sintesis de NO.

Dado que el “secuestro” extracelular de NO ante la administracién de c-
PTIO inhibié el incremento de inmunofluorescencia para GMPc inducido por
depolarizacién en las motoneuronas (Figura 36) el NO producido durante la
depolarizacién debe provenir de fuentes extramotoneuronales. La disminucién

de la sefial para DAF-2T y para GMPc provocada por (1) la inhibicidn de la
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actividad neuronal con TTX (Figura 33) y (2) el bloqueo del influjo de Ca®*
(Figura 34) apoyan la idea de que la depolarizacién invade las fibras y
terminales NOSn- positivas, y produce la apertura de CCVDs presinapticos
permitiendo el influjo de Ca®* lo que activa la NOSn luego de lo cual el NO
difunde e invade la motoneuronas donde activa a la GCs.

En preparados de rodajas de corteza y cerebelo de rata se ha reportado
la existencia de fibras nerviosas perivasculares correspondientes a
interneuronas que expresan NOSh junto con otros neurotransmisores (Cauli et
al., 2004; Rancillac et al., 2006; Garthwaite, 2008). En el NMT del cobayo no
se ha detectado este tipo de fibras (Abudara et al., 2002). En el caso de que
existieran en el NMT de cobayo fibras perivasculares que expresan NOSn aun
no descritas, los experimentos aqui desarrollados no permitirian descartar su
contribucion de NO; pero este aporte en caso de existir debiera ser
cuantitativamente menor ya que las fibras perivasculares (1) estarian menos
proximas a las motoneuronas que las fibras premotoras y (2) su ubicacién tan
cercana a los vasos sanguineos determinaria que el NO liberado sea
“secuestrado” por la hemoglobina durante su difusion antes de arribar a las
motoneuronas (Lancaster, 1994; 1997). Los astrocitos podrian considerarse
como posibles fuentes de NO ya que son capaces de expresar NOSn (Murphy
et al., 1993) y por tanto su produccion de NO podria ser también inhibida por
el L-VNIO, pero como ningun soma fue detectado como NOSn positivo en el
NMT (Abudara et al., 2002) serian una fuente nitrérgica improbable en este

preparado.
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8.2.- Eventuales fuentes productoras de NO en condiciones

basales

La sefal fluorescente para DAF-2T fue detectada en situacion basal en el
NMT (Figura 22, patrones II y III). Esto concuerda con que la inhibicién por
ODQ del aumento de la inmunofluorescencia para GMPc ante alto-[K]. alcance
valores por debajo de los valores de la situacidon control (Figura 38), lo que
sefiala la existencia de produccion basal de GMPc al menos en parte evocada
por NO. Dicha produccién basal de GMPc dependiente de NO podria estar
involucrada en la regulacion de la actividad de las motoneuronas.

Al igual que el ODQ también la aplicacion del “secuestrador” de NO, el c-
PTIO y de la solucidn extracelular bajo [Ca**],+alto [Mg®*],+EGTA provocaron
una inhibicidon de la sefal para GMPc a valores por debajo del control (Figura
38). Los tres bloqueos mencionados fueron de igual intensidad lo que reflejaria
que toda la produccion basal de GMPc dependiente de la activacion de la GCs
deriva de fuentes nitrérgicas extraneuronales que necesitan del influjo de Ca®*
para producir el mensajero. Esta necesidad de influjo de Ca®* para la induccién
de la sintesis de NO también es sustentada por el bloqueo del aumento de la
sefial DAF-2T post-depolarizacidon observado ante la aplicacion de w-Conotoxin
MVIIC y el hecho que las fuentes sean extramotoneuronales es consistente con
la no expresion de NOSn en dichas células (Abudara et al., 2002).

Una inhibicién de la inmunofluorescencia para GMPc de menor magnitud
fue inducida por el bloqueante de la NOSn L-VNIO (Figura 38) lo que reflejaria

que parte del GMPc producido basalmente en fuentes extramotoneuronales y
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con necesidad de influjo de Ca®' es generado por mecanismos que no
involucran a la NOSn y si probablemente a la actividad basal de otras
isoformas NOS. La contribucién de la NOSi parece improbable ya que la sefial
de GMPc basal que se bloquea con el ODQ pero no con el L-VNIO requiere del
influjo de Ca®*y la sintesis de NO por la NOSi no requiere de éI*! (Weaver et
al., 2005). Por lo tanto el componente de la sefial basal de GMPc que es
sensible al ODQ y al PTIO pero no al L-VNIO deberia ser resultado de la
actividad tdnica de la NOSe. Estos resultados que indican que la produccion
basal de GMPc dependiente de la activacién de la GCs requiere de la biosintesis
de NO son congruentes con la potente inhibicion de la presencia de sefal DAF-
2T en el NMT en situacion basal inducida por la administracion de L-NAME a las
rodajas (Figura 22B, incremento del patrén I en casi un 100%). Alderton et al.,
(2001) definen a los inhibidores de NOS con una selectividad de 10 a 50 veces
mayor para una isoforma de NOS que para otra como “parcialmente
selectivos”; en este sentido el L-NAME es un inhibidor de NOS 50 veces mas
selectivo para NOSn que para NOSi y 20 veces mas selectivo para NOSe que
para NOSi (Boer et al., 2000) y por tanto parcialmente selectivo. Esto
determina que si bien no es posible descartar totalmente el papel de la NOSi
en la contribucién de NO en situacién basal, si se torne muy fuerte la hipotesis
de que el principal aporte corresponde al de las isoformas constitutivas de la
isoenzima: NOSn y NOSe. La NOSe en el SNC se encuentra principalmente

expresada en las células endoteliales capilares. La contribucion al

2 En NOSi clonada y caracterizada de pulmén de cobayo se ha determinado que su calcio-
dependencia es intermedia entre la de NOSn de rata y la de NOSi de humano (Alderton et al.,
2001).
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procesamiento neural de NO derivado de activacién de NOSe ha sido reportado
en rodajas de hipocampo (Hopper y Garthwaite, 2006) y en nervio 6ptico
aislado de rata (Garthwaite et al., 2006).

Tanto el componente de la sefial de GMPc generado por GCs que es
sensible a L-VNIO como el que no es sensible a éste fueron prevenidos por la
aplicacion de TTX, lo que indica que para ambos componentes la actividad
neural estd involucrada en la biosintesis basal de NO a través de la NOSn y de
otra isoforma de NOS respectivamente. Esta necesidad de actividad neural
para la induccion de la sintesis de NO también es sostenida por el bloqueo del
aumento de la sefnal DAF-2T post-depolarizacion observado ante la aplicacion
de TTX. En cuanto a la vinculacién de la actividad neural con la activacion de la
NOSe se ha descrito que fibras nerviosas colinérgicas inervan las células
endoteliales de los capilares cerebrales (Benagiano et al., 2000) por lo que la
liberacién de acetilcolina durante la actividad espontdnea podria activar la
NOSe. Por ultimo como ya se ha mencionado no se han identificado en el NMT
somas que expresen NOSn por lo que tampoco los astrocitos parecen ser
fuentes de NO en situacion basal.

Existe un componente de la sefial de GMPc que no es bloqueado por el
ODQ detectado con valores por debajo de los valores del control (Figura 38);
dicha presencia de GMPc basal no seria generada a través de la activacion de
la GCs y podria corresponder a la actividad basal de la guanilatociclasa de
membrana que se encuentra expresada en el SNC y es activada por otros
mensajeros como por ejemplo el péptido natriurético (Kuhn, 2009). Esta

inmunofluorescencia para el GMPc ODQ-independiente posee dos
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componentes: a) un componente sensible a la TTX lo que refleja que la
actividad neural estaria involucrada en su generacién y en concordancia que
algln/nos neurotransmisor/es estarian involucrados en su produccion y b) otro
componente insensible a la TTX que no requiere de actividad neural para el
desencadenamiento de su sintesis y podria estar ligado in vivo a la accién de
algun tipo de hormona que utilizara al GMPc como segundo mensajero

intracelular (Rekling et al. 2000; Kuhn, 2003; Kleppisch y Robert Feil, 2009).

8.3.- En el NMT la extension de la sefal de NO permite el

reclutamiento de grupos de motoneuronas

La concentracion de NO es maxima en la superficie de la fuente y
decrece a medida que el NO difunde desde ella (Lancaster, 1994; 1997;
Philipides et al., 2005). El tamafio de la fuente es un determinante critico de
las dinamicas de produccién y difusién del NO: cuanto mas fina es la fuente
menor es la concentracién de NO en su superficie y mas rapidamente declina la
concentracidon con la distancia (Philippides et al., 2005). Como corolario de
esto se espera que: 1) la activacién diferencial de fibras de distintos tamafios
resulte en una liberacidn diferencial de NO y 2) que la distancia entre fuentes y
blancos se relacione inversamente con la potencia de la sefal del NO (Park et
al., 1998). Debido a que la mayoria de las fibras que expresaron NOSn en el
NMT son finas (0,6 - 1,6 ym de didmetro) y estan en proximidad a las
dendritas de las motoneuronas (Abudara et al., 2002) es posible hipotetizar

gue una unica fibra puede producir una cantidad suficiente de NO como para
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afectar sélo a las dendritas adyacentes. El umbral de deteccidn de NO del DAF-
2 DA para formar DAF-2T es de 5 nM (Kojima et al., 1998a). De acuerdo con el
modelo de Philippides et al. (2005) para fibras de 1 um de diametro dicha
concentracion es detectada hasta 30 - 35 um de distancia desde su superficie,
por lo tanto para distancias mayores el marcador no detectaria NO; para fibras
de menor didmetro la concentracién umbral para la deteccidon se alcanzaria
s6lo a distancias aun menores de la superficie de la fuente. Si extrapolamos a
nuestro preparado bioldgico el modelo propuesto por Philippides et al., (2005),
la prediccién seria que una uUnica fibra de entre 0,6 y 1,6 uym de didmetro
podria alcanzar una producciéon maxima de 10 nM y 50 nM respectivamente y
la concentracion de NO podria declinar en un 50% de su maximo (5 nM y 25
nM respectivamente) a 4 um y 6 um desde la superficie de la fibra, lo cual si
bien podria incluir en su dominio a estructuras subcelulares, no llegaria a
cubrir el didmetro de las motoneuronas trigeminales (de 20 a 60 um
aproximadamente). Como se ha expuesto en resultados numerosos somas de
motoneuronas se tornan DAF-2T positivas cuando multiples y dispersas fibras
delgadas nitrérgicas son estimuladas simultaneamente. Por lo tanto es posible
concluir que el NO producido por dichas fibras en forma cooperativa
(Philippides et al., 2005) fue suficiente para llenar los somas grandes de las
motoneuronas (Figuras 24 y 25) lo cual puede tener implicancias in vivo dado
que el desplazamiento de un potencial de accién a través de los axones
nitrérgicos premotores puede evocar la difusion de NO desde multiples
terminales hacia las motoneuronas postsinapticas. Por otra parte las fibras

delgadas nitrérgicas del NMT se disponen dispersas en forma similar a un plexo
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laxo (Abudara et al.; 2002) lo que ofreceria ciertas ventajas al momento de
generar una sefal en volumen que complemente la neurotransmision sinaptica
clasica ya que, plexos de fibras finas y dispersas generan un volumen de sefal
mayor, con una concentracion mas homogénea y mas persistente y con una
selectividad regional mayor que fuentes de mayor tamafo (Philippides et al.,
2005). La uniformidad espacial de la sefal en los plexos haria que, mas que
cada fuente individual afectara a un blanco individual, las fuentes afectaran los
blancos ubicados en el volumen en el cual el plexo y los blancos coexisten.

La concentracién de NO requerida para la activacién de la GCs
(concentracién de NO biolégicamente efectiva) (Griffiths et al., 2003; Mo et al.,
2004) es mas baja que el umbral de deteccién de NO por el DAF-2T (Kojima et
al., 1998a), por lo tanto la sintesis de GMPc debiera tener lugar en las
estructuras celulares que presenten fluorescencia DAF-2T y ademas contengan
la GCs. En concordancia con esto las motoneuronas también presentaron
aumento de la inmunofluorescencia para GMPc luego de la depolarizacion
(Figura 32) lo que indica que en ellas el NO podria ejercer un papel modulador

de su actividad (aspecto que se analizara mas adelante).

8.4 .- Posibles efectos de la activacion de la via NO/GMPc sobre

la actividad neuronal

Como hemos demostrado en esta tesis, el NO endégeno aumenta la
sintesis de GMPc en las motoneuronas trigeminales a través de la activacion de

la GCs. ¢éQué consecuencias tendra la produccién aumentada de este
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nucleodtido sobre la actividad de las motoneuronas trigeminales? La liberacion
de NO puede ejercer un efecto excitatorio en las motoneuronas trigeminales
(ver Figura 2B en Fernandez-Alvarez et al., 2011) al igual que otros modelos
por accién directa sobre corrientes idnicas postsinapticas (Montero et al.,
2008) o indirecta sobre la liberacidon presinaptica de neurotransmisores
(Garthwaite, 2008) lo cual podria a su vez modular la excitabilidad neuronal.
En las motoneuronas trigeminales podrian tener lugar ambos mecanismos ya
que la aplicaciéon de dadores de NO incrementa la corriente catidnica I, asi
como también la actividad sindptica (Abudara et al., 2002). Efectivamente en
rodajas de tronco encefdlico que contienen al NMT, al administrar
exdgenamente dadores de NO por perfusion se produce depolarizacion vy
disminucidon de la reobase de las motoneuronas trigeminales, junto con un
aumento de la amplitud y la frecuencia del ruido sinaptico excitatorio e
inhibitorio registrado en ellas en ausencia de estimulacién a entradas
sinapticas (Abudara et al., 2002). Estos efectos fueron imitados mediante la
administracion de andlogos del GMPc e inhibidos por ODQ. También se observa
con este tratamiento un aparente incremento en la corriente la corriente
catidnica Iy.

La evidencia de que el DETA/NO, administrado en igual concentracion (2
mM) y en el mismo preparado biolédgico que en los experimentos
electrofisioldgicos mencionados determina el ingreso de NO a las
motoneuronas trigeminales (Figuras 26C y 27) y la produccion de GMPc en
ellas (Figura 31) sugiere que al menos parte de los efectos mediados por el

GMPc podrian ejercerse directamente sobres dichas células. El flujo de NO
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exogeno que libera el DETA/NO 2 mM en las rodajas y con el cual se han
detectado efectos electrofisioldgicos sobre la actividad neuronal es de 1,54
MM/min (Abudara et al., 2002). La concentracion en que el NO enddégeno es
producido ante la depolarizacién o en condiciones basales en el NMT no es
conocida. Dado que el umbral de deteccion del DAF-2T es de 5 nM (Kojima et
al., 1998a) es probable que la liberacibn de NO enddgeno alcance en la
motoneuronas por lo menos en ese valor, el cual estd incluido en el rango de
concentracion de NO requerido para activar a la GCs (Artz et al., 2001;
Griffiths et al., 2003). Coincidentemente la deteccién dentro de las
motoneuronas de GMPc producido por activacion de la GCs en condiciones
basales y que la depolarizaciéon induzca su incremento sugieren que la
concentracion de NO enddgeno producido en ambos casos es efectiva para
desencadenar efectos bioldgicos en las motoneuronas como por ejemplo la
modulacion de corrientes idnicas.

En las motoneuronas de los nucleos facial, hipogloso y trigémino una
corriente persistente de Na* (INap) esta activada por debajo del umbral de
disparo; esa corriente es capaz de acelerar la depolarizacion subumbral de la
membrana hacia el umbral de la espiga (Rekling et al., 2000; Nishimura et al.,
1989). Particularmente en las motoneuronas del NMT del cobayo una
rectificacion de entrada previa al umbral de disparo en respuesta a pulsos de
corriente depolarizante fue asociada con la INap como corriente subyacente
(Chandler et al., 1994). Ademas la INap influencia la dinamica de los trenes de
descarga en las motoneuronas trigeminales por contribuir a su finalizacién (Del

Negro et al., 1999). Esta INap ha sido propuesta como blanco de efectos
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regulatorios del NO en las motoneuronas (Montero et al., 2008). En
concordancia con esto la INap podria ser modulada por el NO enddgeno en las
motoneuronas trigeminales ya que la aplicacion de azul de metileno (inhibidor
de la GCs y de la NOSn, (Hobbs, 1997) a rodajas de tronco encefalico de
cobayo provoca una disminucién del retardo en el inicio del potencial de accién
en dichas células frente a estimulos depolarizantes (Fernandez-Alvarez et al.,
2011); esto sugiere la influencia inhibidora del NO sobre la INap de las
motoneuronas del NMT. La perfusion con azul de metileno también generd
hiperpolarizacion e incremento de la reobase de las motoneuronas
robusteciendo la idea de que al menos in vitro la liberacion enddgena basal de
NO modula las propiedades electrofisioldgicas de las motoneuronas
(Fernandez-Alvarez et al., 2011); estos datos condicen con la depolarizacion y
disminucidn de la reobase generada por dadores de NO en el mismo preparado

(Abudara et al., 2002).

8.5.- La segregacion espacial entre las terminales axonicas
premotoras y las fuentes somatodendriticas Ile confiere
propiedades funcionales particulares a la sefalizacion por NO en

el NMT

Los somas de origen de las fibras nitrérgicas del NMT se han identificado
por marcado retrégrado en la formacidn reticular bulbar (Fabbiani et al., 2005;

Pose et al., 2005) y en el nucleo dorsomedial del hipotalamo (McGregor et al.,
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2005). Por lo tanto las motoneuronas son afectadas por el NO aportado desde
el dominio axo-terminal localizado en el NMT y no por el compartimiento
somato-dendritico que no esta incluido en las rodajas de tronco encefalico que
contienen el NMT. Esto puede otorgarle a la sefializacién por NO en el NMT
propiedades particulares.

Dado que las fuentes axo-terminales producen mucho menos NO que las
somatodendriticas son mas apropiadas para realizar un ajuste fino de la
transmision (Philippides et al., 2005), es asi que por activacién discriminada de
terminales individuales delgadas la sefial de NO podria ser dirigida
selectivamente a un grupo determinado de blancos moleculares. Por otra parte
el incremento en el Ca?* citosdlico que lleva a la formacién de NO puede ser
mediado diferencialmente por la activacion de receptores NMDA
glutamatérgicos en el dominio somatodendritico (Bredt, 2003) y por CCVDs
presinapticos en las terminales nitrérgicas (Okada et al., 2004). Entonces, in
vivo, el campo de difusion del NO que abarca a un grupo de motoneuronas
puede ser delimitado por el ajuste de los niveles de Ca®* en la terminal a
través de variaciones en el patron de descarga de las neuronas productoras de
NO (Park et al., 1998) o a través de la activacidn selectiva de receptores
presinapticos por neurotransmisores (Okada et al., 2004). Lo ultimo puede
llevarse a cabo a través de la accion de neurotransmisores clasicos liberados
sindpticamente desde entradas contiguas o desde las propias terminales
nitrérgicas donde estos neurotransmisores podrian colocalizarse con la NOSn
(Magbool et al., 1995) como por ejemplo el glutamato (Fabbiani et al., 2005;

Pose et al., 2011a). En acuerdo con esto en el capitulo de resultados se ha
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presentado evidencia de que el NMDA incrementa el contenido de NO en las
motoneuronas trigeminales (Figura 30).

Los sitios de accién del NMDA que inducen el aumento de NO en el NMT
(Figura 30) merecen una especial discusion. El receptor NMDA, como ya se ha
mencionado, esta ligado a la NOSn (Brenman et al., 1996; Brenman y Bredt,
1997; Ishii et al., 2006). El aumento de NO provocado por la accion NMDA
sobre receptores ubicados en somas neuronales nitrérgicos debe descartarse
porgue aunque generalmente la ubicacion de los receptores NMDA en neuronas
motoras es postinaptica (Rekling et al., 2000) no se han detectado somas
nitrérgicos en el NMT. Un ejemplo de la vinculacién de receptores NMDA
presinapticos en la activacion de NOSn en el SNC se ha descrito en las fibras
paralelas del cerebelo donde el influjo de Ca®* a través de receptores NMDA
presinapticos induce la formacion de NO que media la LDT (Lev-Ram et al.,
1995). Neuronas premotoras que colocalizan NOSn y glutamato y que
proyectan al NMT se han descrito en el bulbo del cobayo (Fabbiani et al., 2005)
y en la formacién reticular bulbar ventromedial del gato (Pose et al., 2011a),
pero la presencia de receptores NMDA es sus terminales no ha sido
demostrada. Aunque la bibliografia que reporta sobre el papel de los
receptores ionotrdpicos glutamatérgicos presinapticos en la modulacién de la
transmisidn sinaptica de motoneuronas es escasa (Rekling et al., 2000), en el
cuerno dorsal de la médula espinal de la rata los receptores NMDA se localizan
en terminales presindpticas inmediatamente adyacentes a los sitios de
liberacién vesicular en la zona activa (Liu et al., 1994). Se requeriria

profundizar en la blusqueda de la colocalizacion de NOSn y receptores NMDA en
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las terminales premotoras del NMT para corroborar si ello podria dar cuenta del
incremento de la sefial DAF-2T ante la aplicacion de NMDA en las rodajas
(Figura 30). En este caso la estimulacion del receptor NMDA incrementaria la
concentracién intracelular de Ca?* libre en las terminales nitrérgicas
presinapticas con la consiguiente activacion de la NOSn y produccion y difusion
de NO tal como ya se ha reportado en las fibras paralelas de cerebelo (Lev-
Ram et al., 1995). Finalmente la eventual activacién de receptores NMDA de
neuronas premotoras ubicadas en la rodaja (Kim y Chandler, 1995; Trueblood
et al., 1996; Pang et al., 2009) estableciendo sinapsis axo-axdnicas con las
fibras premotoras nitrérgicas puede ademas dar cuenta de la activacién de la
NOSn.

Es asi que son multiples las modalidades por las cuales podria ser
modificado selectivamente el contenido de Ca®* en la terminales presinapticas
nitrérgicas para ajustar la sefial de NO. El reclutamiento diferencial de
neuronas adyacentes ante la depolarizacién con alto-[K]. (Figura 25) sugiere
que la sefalizacion por NO presenta mecanismos de direccionamiento hacia
ciertos blancos especificos. Esto contribuiria al establecimiento de redes
quimicas dinamicas de comunicacion (Agnati et al., 2006a; 2006b) que
determinarian el significado de la informacidn transferida por el mensajero.

La segregacidn espacial existente entre la ubicacidn de los somas de
origen de las fibras nitrérgicas y dichas fibras es indispensable para que el
ajuste de la sefial de NO sea posible dado que la "nube” de NO originada desde
varios somas individuales puede derivar en una sefal ambigua y relativamente

inespecifica que enmascarare la liberacion selectiva de NO desde fibras
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delgadas en el NMT. Este tipo de segregacién anatdomica puede ser
imprescindible cuando se intenta aumentar la precision y fidelidad de la sefal
nitrérgica (Ott et al., 2007) que como ya se ha mencionado estara delineada
por el tamano de la fuente, la proximidad entre fuentes y blancos y las

caracteristicas del blanco (Lancaster, 1997).

8.6.- Conclusiones generales

En conclusién, se ha demostrado aqui la capacidad de fuentes nitrérgicas
pequefias presinapticas de generar en forma cooperativa suficiente NO
endoégeno como para alcanzar grandes somas postsinapticos y sustentar una
transmisién anterégrada a pesar de lo dispar de la relacién tamano de la
fuente/tamafio del blanco y de la dispersa distribucién de las fuentes. En el
NMT, la senal nitrérgica podria modular y coordinar la actividad de un conjunto
de motoneuronas trigeminales durante la masticacion, el acarreo o la mordida.
El ajuste del Ca* intracelular por la activacidn diferencial de fibras nitrérgicas
o de receptores presinapticos en las terminales nitrérgicas podria ser una
estrategia para afinar y delimitar el campo de difusién del NO y disefiar

patrones de conectividad (redes de redes) en el NMT.
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9.- RESUMEN DE LA TESIS

La capacidad de sefializacién del éxido nitrico (NO) estad decisivamente
determinada por la extension de su volumen de difusion. A su vez dicho
volumen depende directa y categdéricamente del tamafio, forma y distribucién
de las fuentes nitrérgicas.

En el sistema nervioso central, el NO es tipicamente liberado desde
somas postsinapticos ante el influjo de Ca** extracelular a través de receptores
glutamatérgicos de tipo NMDA lo que conlleva a la activacion de la 6xido nitrico
sintasa neuronal (NOSn) Ca** / calmodulina dependiente. El NO generado y
liberado desde estos somas “fuente” afecta en forma retréograda a “blancos”
presinapticos de menor tamafio. En contraste con este escenario, en el nucleo
motor del trigémino del cobayo (NMT) el NO se produce en terminales
premotoras “fuente” delgadas y dispersas que expresan la NOSn e inervan
motoneuronas postsinapticas “blanco” de gran tamafo. Dichas motoneuronas
no expresan la NOSn y contienen la enzima guanilato-ciclasa soluble (GCs) que
se activa por accién del NO. En este contexto el pequeno cociente entre el
tamano de las fuentes y el tamafio de los blancos y la dispersa distribuciéon de
las fuentes nitrérgicas, hacen poner en duda si en el NMT el NO enddgeno es
suficiente para sostener una sefalizacién anterégrada entre las terminales
premotoras y las motoneuronas post-sinapticas.

En rodajas de tronco encefalico que contienen el NMT se identificaron
por marcado retrogrado con CM-Dil motoneuronas trigeminales visualizadas
por microscopia de epifluorescencia y/o confocal. En dichas células, NOSn-
negativas, se evalud la presencia de NO mediante el marcador DAF-2 DA vy la
actividad de la GCs mediante cuantificacion de la inmunofluorescencia para
GMPc.

La depolarizacion de multiples fibras nitrérgicas premotoras mediante la
administracion de solucién con alta concentracion de K" aument6 la sefial
fluorescente para DAF-2T y la inmunofluorescencia para GMPc en las
motoneuronas con respecto a la situacidon control. Dichos efectos: a)
requirieron de la presencia de Ca'" extracelular (activador fisioldgico de la
NOSn) y de la apertura de canales de Ca** voltaje dependientes presinapticos;
b) fueron imitados por dadores de NO; y c) fueron bloqueados por inhibidores
de la NOSn, inhibidores de la GCs, y por maniobras que silencian la actividad
neuronal o impiden la difusidon de NO.

Estos resultados indican que el NO liberado presinapticamente durante la
activacion neuronal en el NMT alcanza a las motoneuronas en concentraciones
suficientes para activar a la GCs. Se concluye, que en este modelo, el NO
generado por fibras delgadas y dispersas es efectivo como neuromodulador
anterégrado en el SNC a pesar del bajo cociente entre el tamafio de las fuentes
y el tamafo de los blancos y de la dispersa distribucidon de las fuentes. Se
propone que, en forma similar a lo que ocurre en la neurotransmision clasica,
los niveles intraterminales de Ca** modularian la liberacién de NO y por lo
tanto su sefializacidn espacial dentro del NMT.
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