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RESUMEN

Las cerebrospinal fluid-contacting neurons son neuronas GABAérgicas de la médula
espinal, cuyos somas se localizan en la zona subependimaria, y poseen un proceso apical
que contacta el liquido cefalorraquideo. Las propiedades funcionales de estas células
son objeto de debate en la actualidad. Si bien algunos autores postulan un rol sensorial
quimico y mecanico del proceso apical en ratones, basados en evidencias
ultraestructurales preliminares de nuestro laboratorio (i.e. presencia de elementos
tubulo-vesiculares en el proceso apical), decidimos explorar la hipétesis de la secrecién
vesicular de GABA en dicho compartimento.

Para poner a prueba esta hipdtesis, implementamos multiples enfoques experimentales
utilizando como modelo de estudio ratones transgénicos GATA3, los cuales expresan la
proteina fluorescente verde en las células de interés.

Para resolver la ultraestructura de los procesos apicales obtuvimos imdgenes mediante
microscopia electrénica de transmisién. La presencia de un intrincado sistema de
tubulos y vesiculas de apariencia aplanada en el proceso apical fue compatible con la
presencia de un aparato secretor. También buscamos evidencias moleculares de
secrecion vesicular mediante técnicas inmunohistoquimicas. Si bien evidenciamos la
presencia del transportador vesicular de GABA en los procesos apicales, no hallamos
indicios de otras proteinas presindpticas como la synaptotagmina 1y 2, o la syntaxina 4.

Por otra parte, pusimos en evidencia la presencia de receptores funcionales GABAa en el
proceso apical mediante el desenjaulado de GABA en dicho compartimento. De
producirse secrecion de GABA desde el proceso apical, este resultado permitiria
especular respecto de un posible mecanismo de comunicacién autdcrina o paracrina.

Para obtener evidencias electrofisioldgicas de la secrecién de GABA desde el proceso
apical, decidimos utilizar la técnica de "sniffers de GABA" que consiste en obtener
registros electrofisioldgicos a partir de células que expresen receptores GABA-A, capaces
de detectar la presencia de GABA cerca del sitio de liberacién durante la estimulaciéon
eléctrica de la célula secretora. Con esta finalidad cultivamos células HEK-293
modificadas genéticamente para expresar dicho receptor (células HEK-GABA). Mediante
este abordaje, y contrariamente a lo esperado, no obtuvimos corrientes GABAérgicas en
las células HEK-GABA como consecuencia de la estimulacién eléctrica de las
cerebrospinal fluid-contacting neurons. Por lo tanto, contemplamos la posibilidad de
secrecidon de un contenido vesicular diferente de GABA. Para explorar esta alternativa
realizamos mediciones de capacitancia de membrana en los procesos apicales. En las
cerebrospinal fluid-contacting neurons la despolarizacién y posterior reclutamiento de
conductancias activas de calcio, no provocé cambios en la capacitancia de membrana en
el proceso apical.



Sin embargo, si bien las cerebrospinal fluid-contacting neurons presentan conductancias
activas de calcio, resulta oportuno senalar que no contamos aun con evidencias de la
presencia de estas conductancias en el proceso apical. Ademas, la secrecion vesicular
dependiente de calcio podria ser mediada por otros sustratos moleculares permeables
a dicho ion, como PKD2L1. Puesto que estos canales no son sensibles a voltaje, una
posibilidad que contemplamos es que la aplicacién de pulsos despolarizantes no sea
eficaz para mediar un incremento de la concentracion de calcio en el proceso apical.

Si bien aqui no hemos obtenido evidencias funcionales de la secrecion de GABA desde
el proceso apical, consideramos necesario explorar nuevas avenidas experimentales
para descartar esta hipdtesis por completo.



ANTECEDENTES

En esta tesis de maestria nos enfocamos en el estudio de una neurona del sistema
nervioso central de ratdn, la cerebrospinal fluid contacting neuron (CSFcN), que se ubica
en la médula espinal (ME). Antes de referirnos a las caracteristicas anatomo - funcionales
de esta neurona en mamiferos realizaremos una breve introduccion de las principales
caracteristicas anatdmicas, estructurales y funcionales de la ME.

l. Generalidades anatémicas, estructurales y funcionales de la
médula espinal.

La ME, junto al cerebro, constituye el sistema nervioso central. Se extiende desde el
foramen magno hasta el cono medular y se aloja dentro del canal vertebral.
Anatémicamente se organiza en segmentos que corresponden a las raices nerviosas que
emergen entre las vértebras. La ME se divide en regiones cervical, tordcica, lumbar y
sacra, como se muestra en la figura 1. Histolégicamente, se compone de la sustancia gris
central, con forma de mariposa, que alberga principalmente cuerpos neuronales, y la
sustancia blanca periférica, que contiene abundantes tractos de fibras nerviosas
ascendentes, descendentes y locales.

La ME estd implicada en la integracién y procesamiento de informacidon sensorial,
motora y auténoma. La sustancia gris se estructura en columnas longitudinales y nucleos
segmentados a lo largo de la médula. Las neuronas en el asta dorsal, por un lado,
procesan informacidn sensorial desde receptores periféricos y transmiten estas sefiales
hacia el encéfalo mediante vias ascendentes. El asta ventral, por otro lado, contiene a
las motoneuronas que inervan los musculos esqueléticos. Estas neuronas reciben
informacidon procedente del encéfalo por medio de las vias de control motor
descendentes, asi como informacién propioceptiva desde musculo (husos
neuromusculares) y tendones (érganos tendinosos de Golgi). Asimismo, las
motoneuronas forman parte de redes neuronales espinales locales, implicadas en la
generacion de patrones locomotores y en el reclutamiento alternante de los miembros,
(ver seccion IIA y figura 4). Adicionalmente, el asta lateral, que se encuentra
principalmente en las regiones toracica y lumbar superior, esta implicada en la
regulacién de funciones autondmicas a través del sistema nervioso simpatico.

El canal central (CC) se dispone en el centro de la sustancia gris y se extiende
longitudinalmente a lo largo de toda la ME. Esta revestido por células ependimarias y
bafia en el liquido cefalorraquideo (LCR), que desempefia un papel crucial en la
proteccién mecanica y en la regulacidén del ambiente quimico del tejido nervioso.



El LCR es producido y secretado activamente en los plexos coroideos de las cavidades
ventriculares y circula a través de los ventriculos, las cisternas y el espacio subaracnoideo
para ser absorbido por las vellosidades aracnoideas. EI LCR formado en los plexos
coroideos contiene micronutrientes tales como vitaminas (folato, acido ascorbico,
tiamina, monofosfatos de piridoxal); iones (principalmente de Na+ , Cl-, HCO3- vy
menores cantidades de K+, Mg2+, Ca2+); péptidos y proteinas (que pueden ser
transferidos activamente desde la sangre al LCR como la leptina, o sintetizados en el
plexo coroideo como el factor de crecimiento insulinico (IGF), factor neurotréfico
derivado del cerebro (BDNF), etc. Por otra parte, macronutrientes como la glucosa,
aminodcidos y lactato; asi como muchos micronutrientes, hormonas, vitaminas y
minerales son transportados al espacio extracelular desde la sangre a través de la BHE.
Se acepta que existe difusidon de moléculas entre el espacio extracelular cerebral y el LCR
formado en las cavidades ventriculares, a través de las células ependimarias y la
piamadre (Spector et al., 2015). Por otra parte la osmolaridad y pH del LCR es similar a
las descritas en plasma, i.e., en el entorno de 300 mOsm/L y 7,4 respectivamente
(Damkier et al., 2013).

B Raiz dorsal sensorial

% ] Ganglio espinal
f Cervical (C1 a C7)

A
.
2

&
. Darsa
- s\
—) Sustancia blanca
o 4 LM Nervio mixto
e e
3

A

Sustancia gris

| | g
Toracico (T1 a T12) Raiz ventral motora
)
N/ Tanicitos

. Lumbar (L1 a L5)
CSFcNs

® ,
‘ D~ LCR # Ependimocitos
R — @ @

V4 X -
i / Sacro (S1 a S5) & ~\G? @)
b ® W =4
W 1 e T

Coxis w@/ ®. Glia Radial
. Yele'a0?

Figura 1. Generalidades de la médula espinal. Representacion esquematica de aspectos
anatomicos e histolégicos de la ME. A. La ME se dispone dentro del canal vertebral y se
organiza en regiones cervical, toracica, lumbar y sacra. B. Panel superior: se ilustra la
distribucidn de la sustancia gris y blanca en la ME asi como las raices nerviosas ventrales
(motoras), raices dorsales (sensitivas) y ganglios sensoriales paravertebrales (donde se
encuentra el cuerpo celular de las neuronas pseudounipolares del ganglio de la raiz dorsal).
Panel inferior: el recuadro representa esquemadticamente el CC, que estd compuesto
fundamentalmente por ependimocitos, tanicitos, glia radial y los PAp de las CSFcNs.
Modificado de Moore, 2016 (Veterinary pathology) y https://mmegias.webs.uvigo.es/2-
organos-a/guiada_o_a_0lmedula.php.




Ademas de ependimocitos, el CC estd conformado por tanicitos, glias radiales, y los
procesos apicales (PAp) de nuestras células de interés: las CSFcNs (Figura 1).

Il. Las cerebrospinal fluid-contacting neurons.

Pasemos ahora a describir a las neuronas que constituyen el centro de estudio de esta
maestria, las CSFcNs. Las CSFcNs son neuronas GABAérgicas evolutivamente bien
conservadas. Estdn presentes en todas las especies de vertebrados que han sido
estudiadas (Djenoune et al., 2014): en vertebrados no mamiferos como peces (Jalalvand
et al., 2014; Vigh & Vigh-Teichmann, 1998), anfibios (Alibardi, 2019) y reptiles (Alibardi,
2019; Russo et al., 2004); asi como en mamiferos como la rata (Stoeckel et al., 2003), el
raton (Orts-Del’lmmagine et al., 2014), el gato, el mono (Liu et al., 2023) e inclusive en
el ser humano (Humphrey, 1947). Las CSFcNs de todas las especias que han sido
estudiadas se distribuyen en sentido céfalo-caudal desde el tronco encefalico (TE) bajo
y a lo largo de toda la ME. Sus cuerpos celulares o somas se localizan en una posicion
sub-ependimal y proyectan un proceso dendritico que se extiende en direccién al CC; el
mismo termina en una estructura con forma de bulbo en contacto con el LCR, el proceso
apical (PAp). En suma, las CSFcNs contribuyen a formar la pared del canal del epéndimo
(células representadas en verde en la figura 1 B) junto a los ependimocitos, los tanicitos
y las glias radiales, y se localizan por tanto en la interfase entre LCR y parénquima
medular.

La mayor parte del conocimiento del que se dispone actualmente sobre el rol funcional
de las CSFcNs en los circuitos espinales (que desarrollaremos en las secciones Cy D del
presente apartado) proviene de experimentos desarrollados en peces como la lamprea
y el pez cebra. A pesar de ello, se asume en la literatura que el rol de las CSFcNs en las
diferentes especies es, de manera general, el mismo (Djenoune & Wyart, 2017; Wyart
etal.,, 2023). A continuacién, aunque nos concentremos en la descripcidon de las
caracteristicas de las CSFcNs en roedores, también describiremos cuando se considere
necesario alguna caracteristica particular de las CSFcNs en vertebrados inferiores.
Consideramos que tener presente la fisiologia de estas células en vertebrados inferiores
puede aportar a la comprension, asi como orientar la investigacién del rol funcional de
las mismas en mamiferos como el ratén.

A. Propiedades electrofisioldgicas de las CSFcNs
Para revisar las propiedades electrofisioldgicas de las CSFcNs en roedores, debemos
comenzar haciendo referencia a la primer caracterizaciéon electrofisioldgica
pormenorizada de las CSFcNs en mamiferos, la cual fue realizada por Marichal vy
colaboradores (Marichal et al., 2009) en ratas neonatas. En este trabajo se puso de



manifiesto la heterogeneidad funcional de la poblacion de CSFcNs, reflejando la
coexistencia de neuronas con distintos grados de maduracién en su repertorio
electrofisioldogico. Las células de un perfil electrofisioldgico mds inmaduro en este
modelo no desarrollan, o bien desarrollan una Unica, espiga de sodio (Na*) en respuesta
a un pulso despolarizante; en tanto que las de fenotipo mas maduro son capaces de
producir trenes de espigas. Si bien la presencia de neuronas con un perfil
electrofisioldgico inmaduro podria deberse a que este ensayo se llevd a cabo en animales
neonatos, cabe destacar que en el ratén adulto también se han descrito dos poblaciones
similares a las descritas por Marichal (Orts-Del'lmmagine et al., 2016).

Asimismo, el trabajo de Marichal sefiala que en la rata neonata el potencial de reversion
de la corriente mediada por GABAaRs da cuenta de un potencial de equilibrio del cloruro
mas despolarizado en neuronas con un perfil electrofisiolégico inmaduro, tal como se ha
descrito para neuronas hipocampales (Tozuka et al., 2005). Esta observacién también ha
sido confirmada recientemente en ratones adultos, donde algunas CSFcNs son
despolarizadas por GABA en tanto otras son hiperpolarizadas (Riondel et al., 2024).

Otras caracteristicas electrofisioldgicas relevantes de las CSFcNs en el ratén incluyen la
expresion de una multitud de receptores idnicos para diferentes tipos de ligandos, lo que
indica que las CSFcNs son altamente moduladas por una amplia variedad de
neurotransmisores y neuromoduladores. En efecto, se ha descrito que las CSFcNs
poseen receptores GABAa, receptores glicinérgicos, glutamatérgicos de tipo
AMPA/Kainato y colinérgicos de tipo nicotinico (nACh) (Orts-Del’lmmagine et al., 2016).
Ademas, expresan receptores purinérgicos P2X (Stoeckel et al., 2003).

En lo que se refiere a las conductancias dependientes de voltaje, ademads de las
conductancias de sodio y potasio, las CSFcNs presentan dos tipos de espigas de calcio
(Ca**), a saber: despolarizaciones lentas mediadas por corrientes de Ca** de alto umbral,
asi como espigas mediadas por la corriente de calcio de bajo umbral ICaT (Johnson et al.,
2023; Marichal et al., 2009). Estas ultimas son de escasa amplitud y se generan en
respuesta al reclutamiento de receptores purinérgicos. Las conductancias de alto umbral
median la generacidn de espigas de Ca** de mayor amplitud, son sensibles a Cd?* y son
reclutadas por ACh (Johnson et al., 2023).

Finalmente, una de las caracteristicas mas remarcables de las CSFcNs es que al potencial
de reposo presentan una intensa actividad espontanea de corrientes unitarias de gran
amplitud (en torno a los 20 pA) mediadas por los canales PKD2L1 (Orts-Del'Immagine
et al., 2016), tal como se muestra en la figura 2. En la seccién que sigue se hara una
breve descripcion de ese canal.



B. Canal Polycystic kidney disease 2-like 1 en las CSFcNs.

A pesar de que los canales PKD2L1 no forman parte del centro de este trabajo, los
mismos se expresan en las CSFcNs en todas las especies estudiadas. Es por esta razén
que a continuacion describiremos sus caracteristicas principales.

Los canales PKD2I1 pertenecen a la familia de los receptores TRP (de “transient receptor
potential”, por sus siglas en inglés). Los canales TRP se dividen en 7 subfamilias de
acuerdo con el grado de homologia de sus secuencias peptidicas (Venkatachalam &
Montell, 2007). El canal PKD2I1 es un homotetramero que forma parte de la familia TRPP
(TRP policisticos) o TRPP3 (Hulse et al., 2018). Como el resto de los canales TRP, PKD2L1
forma un canal no selectivo modulado por Ca** (DeCaen et al., 2016) y permeable aiones
de Na*, K* y Ca** (X.-Z. Chen et al., 1999; DeCaen et al., 2014). Desde el punto de vista
molecular, los canales TRP son tetrdmeros (figura 2 A) en los que cada una de las 4
subunidades presenta 6 dominios transmembrana (S1 a S6); los dominios S5 y S6
constituyen el poro del canal (Hulse et al., 2018). Desde el punto de vista funcional, estos
canales juegan roles fisioldgicos importantisimos gracias a su capacidad de responder a
una variedad amplisima de estimulos, como ser térmicos, quimicos, mecanicos vy
osmoticos (Venkatachalam & Montell, 2007).

Desde el punto de vista funcional, los canales PKD2I1 se caracterizan por tener una
conductancia unitaria de varias decenas de pS, lo que hace que su actividad sea evidente
en registros de tipo patch, incluso en configuracién de célula entera, tal cual se observa
en la figura 2 B. A partir del registro de varias CSFcNs estimamos una conductancia
unitaria de unos 200 pS, muy cercana a la que se habia descrito previamente en la
literatura (DeCaen et al., 2014). Las propiedades funcionales de este canal pueden
modificarse en funcion de diversos factores, tales como el Ca** intracelular (DeCaen
et al.,, 2016), el pH (Jalalvand, Robertson, Wallén, et al., 2016; Jalalvand et al., 2018;
Orts-Del’'lmmagine etal.,, 2012), su asociacion con otras moléculas para formar
heterodimeros (Delling et al., 2013; Inada et al., 2008), estimulos osmdticos (Orts-
Del'lmmagine et al., 2012), estimulos mecdnicos (Sternberg et al., 2018) e incluso la
temperatura (Higuchi etal., 2014) pudiendo variar su frecuencia de apertura e
inactivacién cuando la temperatura cambia discretamente (de 32 a 36 °C).

Si bien el canal PKD2I1 fue descrito por primera vez como un sensor de pH acido en las
papilas gustativas (Huang et al., 2006; Ishimaru et al., 2006), también se ha caracterizado
la sensibilidad de este canal al pH basico, en el rango de pH entre 8 y 9 (Shimizu et al.,
2011).

En lo que se refiere a su modulacidn por asociacién con otras proteinas, se ha observado
gue el complejo PKD1L1 — PKD2L1 media la sefalizacion por Ca** en cilios sensoriales de
la retina (DeCaen etal.,, 2014; Delling etal., 2013). En sistemas de expresion, la
asociaciéon de PKD2I1 con PKD1L3 parece ser necesaria para otorgarle al canal su



sensibilidad al pH (Ishimaru et al.,, 2006; Shimizu et al., 2011), aunque esto esta en
discusidon. Ademas, se ha visto que la calmodulina regula la actividad del canal mediante
una interaccién directa entre ambas proteinas (Delling et al., 2013).

Si bien originalmente se creia que sélo las CSFcNs expresaban PKD2L1 en el SNC
(Djenoune et al., 2014; Huang et al., 2006), actualmente se han caracterizado células
bipolares en la regidon ventromedial de la ME del ratén cuyas caracteristicas
electrofisioldgicas asi como su perfil de expresién molecular resultan similares a las
CSFcNs, y expresan PKD2L1 (Jurci¢ etal.,, 2021). Ademas, el canal también se ha
evidenciado en el cilio de células hipocampales en el ratén (Vien et al., 2023).
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Figura 2. El canal PKD2I1. A. Arquitectura del canal PKD2I1. Se muestran las vistas
lateral y superior. Los diferentes colores corresponden a las diferentes subunidades
del tetrdmero. Tomado de Hulse et al., 2018. Ba. Registros de la actividad espontanea
de una CSFcN registrada en modo célula entera, fijacion de voltaje a -60 mV, con una
solucidén interna de gluconato de potasio. La linea punteada verde indica la corriente
de base, cuando todos los canales estan cerrados (“c” en el histograma en b). b.
Histograma de la corriente registrada en a. Los 3 picos corresponden a los 3 estados
del canal: ¢, cerrado; 01, 1 canal abierto; 02, 2 canales abiertos.

C. Funcidn del proceso apical como estructura sensorial polimodal
En vertebrados inferiores el rol sensorial del PAp de las CSFcNs ha sido bien dilucidado.
En efecto, en estos animales el PAp estd implicado en el sensado de estimulos quimicos
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y mecanicos. En esta funcidén el rol de los canales PKD2L1 es clave pues este canal es, al
menos en parte, el responsable de la transduccién de dichos estimulos. Asi, se ha
demostrado en el pez cebra que el canal PKD2I1 funciona como mecanorreceptor, con
lo cual las CSFcNs son capaces de sensar por ejemplo la circulacién de LCR por el CC
(Sternberg et al., 2018). En el mismo sentido, en la lamprea los movimientos laterales
de la columna (como los que ocurren durante el nado) producen el reclutamiento de las
CSFcNs (Jalalvand, Robertson, Wallén, et al., 2016), aunque en este caso la proteina
responsable parece ser un canal ASIC (de “Acid Sensitive lon Channel”). Ademas, en la
lamprea, las CSFcN son sensibles a cambios de pH: las acidificaciones discretas (pH = 7,1)
del medio extracelular producen una respuesta de corriente despolarizante mediada por
canales de tipo ASIC3 (Jalalvand, Robertson, Wallén, et al., 2016), en tanto que la
alcalinizacion del medio (pH = 7,7) produce un aumento en la frecuencia de corrientes
unitarias mediadas por PKD2L1 (Jalalvand, Robertson, Tostivint, et al., 2016).

En el ratén las CSFcNs también son sensibles a los cambios de pH del medio extracelular.
Si bien se ha reportado que la aplicaciéon de una solucién acida (pH 5) induce una
corriente transitoria rapida mediada por canales de tipo ASIC1, y que la aplicacion de
una solucidn bdsica (pH 9) provoca un incremento de la frecuencia de apertura de
corrientes unitarias mediadas por PKD2L1 (Orts-Del’lmmagine et al., 2016), actualmente
no hay trabajos que exploren la respuesta de las CSFcNs frente a cambios moderados de
pH en el ratén, emulando fluctuaciones fisiolégicas de este parametro.

Asimismo, se ha demostrado que las CSFcNs del ratén son capaces de responder a
estimulos osmoéticos (Orts-Del'Immagine et al., 2012).

Dado que, como acaba de ser descrito, se le atribuye al PAp una funcién sensorial
polimodal, la estructura del PAp ha sido centro de atencidn para los diferentes grupos
que se interesan en estas neuronas. Como se observa en la figura 3, el PAp tiene una
estructura diferente cuando se comparan especies diferentes.

Para empezar, en peces y reptiles el PAp de las CSFcNs de la ME presenta multiples
estereocilios que se proyectan hacia el CC en forma de cepillo, y un kinocilio que contacta
la fibra de Reissner (agregacion fibrosa de SCO-spondina secretada por el érgano
subcomisural, que se extiende a lo largo de toda la extension del CC de la ME). Esta
organizacion es reminiscente del mecanismo de mecanotransduccién en la céclea,
donde los cilios de las células ciliadas contactan la membrana tectorial y el movimiento
de la misma induce la apertura de canales (Djenoune & Wyart, 2017; Jalalvand,
Robertson, Wallén, et al., 2016; Sternberg et al., 2018; Trujillo-Cendz et al., 2007; Vigh
& Vigh-Teichmann, 1998; Wyart et al., 2009, 2023).
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A Proceso Apical Figura 3. Caracteristicas estructurales
Canal central del PAp. Representacion esquematica
de las caracteristicas estructurales del
PAp en distintas especies. A. El PAp en
peces y reptiles presenta multiples
estructuras ciliares, que no estan
presentes en el PAp de ratones. B. En
4 CSFeNs peces se destaca la presencia de un
- kinocilio en contacto con la fibra de
Fibra de Reissner | Rejssner, como parte de un sistema
LR mecano sensorial. Modificado de
; \ A Djenoune & Wyart, 2017 y Wyart et
A || |5 al., 2009.
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En roedores como la rata, sin embargo, se ha descrito que las CSFcNs presentan un cilio
primario en el PAp, mas no esterocilios (Stoeckel et al., 2003). Si bien en el ratén un
grupo también ha descrito la presencia de un cilio primario en el PAp, las evidencias
presentadas al respecto resultan desde nuestro punto de vista poco convincentes
(Gerstmann etal., 2022; Orts-Del'lmmagine etal., 2014). En efecto, como fue
mencionado precedentemente, las CSFcNs comparten vecindad con los ependimocitos,
gue poseen 3 o 4 cilios por célula. Esto hace que la interpretacién de los resultados
morfoldgicos (microscopia electrénica de transmisidn, inmunohistoquimica) deba
hacerse con mucha precaucidn ya que resulta dificil atribuir con certeza el origen del
cilio. De hecho, nuestro laboratorio tiene resultados preliminares, que estan fuera del
objetivo de este trabajo de maestria, donde se combinan técnicas de
inmunohistoquimica y reconstrucciones 3D a partir de cortes seriados de MET, que
indican que las CSFcN no presentan cilio primario a nivel del PAp.

D. Rol de las CSFcNs como parte de un sistema de integracién sensorio-motora.
En peces la participacién de las CSFcNs en la modulacidn sensorio-motora se encuentra
bien dilucidada. En la lamprea las CSFcNs de la ME proyectan colaterales axonales al asta
ventral, donde podrian interactuar con los centros generadores de patrones (CGP)
locomotores (Jalalvand, Robertson, Tostivint, etal., 2016). Los CGP son circuitos
neuronales que producen patrones motores ritmicos, como los implicados en el
desarrollo de la marcha, sin necesidad de entradas sensoriales o control por centros
superiores (Marder & Bucher, 2001). En la lamprea, la eferencia ritmica de dichos CGP,
registrada como potenciales compuestos a nivel de las raices ventrales, reduce su
frecuencia frente a aumentos y reducciones del pH extracelular, asi como en respuesta
a somatostatina aplicada en el bafio (Jalalvand, Robertson, Tostivint, et al., 2016). Puesto
gue sélo las CSFcNs expresan somatostatina en la ME de estos animales, estos hallazgos
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sugieren que estas células podrian mediar modulaciones de la funcidon locomotora en
respuesta a cambios en el pH del medio extracelular.

En pez cebra las CSFcNs proyectan contactos GABAérgicos sobre interneuronas
glutamatérgicas implicadas en la generacion de patrones locomotores como el nado
lento (Fidelin etal.,, 2015). Las proyecciones dorsales de las CSFcNs contactan con
motoneuronas primarias asi como con interneuronas glutamatérgicas comisurales
involucradas en la modulaciéon sensoriomotora y reclutamiento de motoneuronas
contralaterales (Hubbard et al., 2016). En esta especie, la mecanorrecepcién de las
CSFcNs forma parte de un sistema de retroalimentacion sensorio — motor. Estas células
integran informaciéon relativa a la posicién del cuerpo durante la ejecucidon de
movimientos de nado. La activacién de CSFcNs ventrales estd implicada en el control
postural durante la locomocidn répida luego de la respuesta de escape (Hubbard et al.,
2016). Asimismo, las CSFcNs sensan la flexion tanto activa (durante el nado) como pasiva
de la ME (Bohm et al., 2016). En animales KO (knockout) para PKD2L1 hay compromiso
de dicha respuesta mecanosensorial (ver mas arriba), al tiempo que se reduce la
frecuencia de los movimientos durante el nado (Bohm etal., 2016). La activacién
optogenética de estas neuronas conduce al desarrollo de movimientos caracteristicos
del nado lento (Fidelin etal., 2015; Wyart et al., 2009) en tanto que su activacién
durante el nado produce una reduccidon de la frecuencia de dichos movimientos (Fidelin
et al.,, 2015). Por ultimo, la inhibicion de la actividad de estas células tiene como
consecuencia la reduccién de la frecuencia del nado espontaneo (Wyart et al., 2009).

En el ratén, las CSFcNs forman una red neuronal interconectada por medio de
proyecciones recurrentes (figura 4). Los axones se ramifican localmente, y la rama
principal discurre transversalmente hasta la regidon ventro-medial donde forman un haz
longitudinal por donde discurren en direccion cefalica para emerger nuevamente hacia
el CC, e inervar a otras CSFcNs (Nakamura et al., 2023). Los circuitos locomotores de la
ME en el ratén (Kiehn, 2016) reciben inervacion por parte de las CSFcNs, tal como se
ilustra en la figura 4. Las CSFcNs establecen contactos inhibitorios funcionales con
interneuronas colinérgicas premotoras VOc que se localizan en la ME medial, préximas
al CC (Gerstmann etal.,, 2022; Nakamura et al., 2023; Zagoraiou et al., 2009). Las
interneuronas premotoras V2a también presentan indicios anatémicos de formar
contactos sinapticos con axones de CSFcNs (Nakamura etal., 2023). Ademads, las
motoneuronas axiales que inervan el tronco y la porcién proximal de los miembros
extienden fibras dendriticas en direccién al CC donde contactan con terminales
presindpticas procedentes de las CSFcNs (Nakamura et al., 2023).

Experimentos recientes indican que, en roedores, la eliminacion selectiva de las CSFcNs
por induccién de la expresién de toxina diftérica afecta el desempefio de algunos
movimientos especializados (desplazamiento sobre barra o escalera horizontal), pero no
afecta la actividad locomotora general ni la generacién del ritmo y patrones locomotores
estereotipados (Gerstmann et al., 2022).
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Figura 4. Representacion esquematica de las CSFcNs como parte de un sistema de
integracidon sensorio-motora en la ME del ratén. En la porcién superior del esquema se
representan las CSFcNs en torno al CC. Se ilustran los principales roles funcionales asighados
al PAp (mecano y quimio recepcidn), asi como el objeto de estudio del presente trabajo: el
posible rol secretor del PAp, en el marco de un mecanismo de comunicacién autdcrina o
paracrina. Las CSFcNs forman una red interconectada por contactos recurrentes
fundamentalmente en direccidon cefdlica. Ademas, inervan Interneuronas comisurales V2a
de la ME, asi como interneuronas colinérgicas premotoras VOc y motoneuronas axiales. Las
mismas se representan en la porcidén inferior del esquema donde se muestra un circuito
locomotor de la ME del ratdn. Las neuronas comisurales glutamatérgicas (VOV y V3) y
GABAérgicas (VOD) proyectan sobre motoneuronas (MN), interneuronas inhibitorias (I) y
neuronas marcapasos (R, SHOX2+) en la ME contralateral. Las neuronas marcapasos son
responsables de la generacion de eferencias ritmicas para la locomocién, e interactian con
interneuronas inhibitorias V2b y V1 como parte de un mecanismo de inhibicion reciproca,
constituyendo los denominados centros generadores de patrones (CGPs) de la ME. Estas
neuronas se organizan en maédulos funcionales que permiten el reclutamiento de grupos
musculares flexores o extensores, a través del reclutamiento de interneuronas
glutamatérgicas V2a SHOX2+ e interneuronas V2b y V1 de tipo rla.
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Otro grupo ha utilizado la técnica de los DREADDs (Designer Receptors Exclusively
Activated by Designer Drugs) para inhibir selectivamente una poblacién neuronal
mediante el uso de un ligando sintético que aumenta la permeabilidad al potasio y por
ende hiperpolariza a las neuronas. Por medio de esta técnica se verificd que la inhibicién
de las CSFcNs genera un incremento del largo de los pasos a expensas de la frecuencia
de la marcha en la prueba de la cinta caminadora (o cinta sin fin, donde se evalua la
habilidad motora y la coordinacion de los animales al obligarlos a cruzar una escalera
con peldafios de diferentes alturas y distancias, registrando errores y cambios en el
patron de movimiento), asi como un incremento de los fallos en las pruebas de escalera
horizontal, confirmando el rol de las CSFcNs en el desempeiio de tareas motoras finas
(Nakamura et al., 2023).

lll.  Posible rol secretor del proceso apical de las CSFcNs

El PAp de las CSFcNs constituye un compartimento dendritico atipico. Tal como se
desarrollé en secciones previas del presente ensayo, el PAp puede considerarse una
estructura sensorial implicada en la quimio y mecano recepcion. En el presente trabajo,
en base a imagenes de microscopia electrénica obtenidas por nuestro grupo, que
parecen sugerir la presencia de multiples elementos tubulares y vesiculares en el PAp,
nos proponemos abordar la posibilidad de un rol secretor del PAp, tal como ha sido
propuesto por Djenoune y Wyart (Djenoune & Wyart, 2017). Cabe destacar que tanto en
humanos (Casado et al.,, 2014; Rada et al., 1999) como en ratas (Ciriacks Klinker &
Bowser, 2007; Sauvinet et al., 2003) se ha reportado la presencia de GABA en muestras
de LCR. Dado que las CSFcNs son células GABAérgicas, nos hemos propuesto indagar
respecto de la posible secrecion de GABA desde el PAp de las CSFcNs hacia el LCR, en el
marco de un mecanismo de comunicacién de tipo neuro-humoral. En este caso, neuro-
humoral refiere a que no existe una estructura sinaptica especializada como en las
sinapsis quimicas clasicas, sino que el producto de secrecidn, el GABA, se liberaria
directamente al LCR, de manera analoga a lo que sucede con las neuronas
neurohipofisarias, que liberan su producto de secrecién al torrente sanguineo.

Aunque las CSFcNs en vertebrados no mamiferos integran un sistema de modulacién
sensoriomotora, en ratones las pruebas de tal funcién son adn limitadas. La liberacién
vesicular de GABA desde el PAp podria subyacer a la integracidon de la informacion
sensorial transducida en el PAp, permitiendo la adaptacién de la funcién de las redes
locomotoras de la ME a los cambios en la composicién del LCR.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

. Hipdtesis

El PAp de las CSFcNs es un compartimento secretor implicado en la secrecion vesicular
voltaje-dependiente de GABA hacia el LCR como parte de un mecanismo de
comunicacion neuro-humoral.

Il. Objetivos generales y especificos

Objetivo General: Indagar respecto de un posible rol secretor vesicular de GABA desde
el PAp de las CSFcNs en un modelo in vitro de ME del ratén adulto.

Objetivos Especificos:

Para demostrar la secrecidn vesicular de GABA desde el PAp de las CSFcNs hacia el LCR
recopilaremos evidencia ultraestructural, molecular y electrofisioldgica para satisfacer
los siguientes objetivos especificos:

1. Obtener evidencia ultraestructural y morfolégica de la existencia de un aparato
secretor a nivel del PAp.

2. Obtener evidencias funcionales de la secrecidn vesicular de GABA desde los PAps.
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ABORDAJE EXPERIMENTAL, METODOLOGIA Y MATERIALES

La informacidn de todos los reactivos utilizados en este trabajo se detalla en el Anexo
1.

l. Animales.

En el presente trabajo hemos utilizado la cepa de ratones transgénicos GATA-3, tanto
machos como hembras, con edades entre 1y 2 meses. Los ratones fueron mantenidos
en el bioterio del IIBCE, alimentados ad libitum y expuestos a un ciclo de luz/oscuridad
de 12/12 hs. La cepa GATA-3 ha sido modificada para expresar eGFP (enhanced Green
Fluorescent Protein) bajo el control del promotor del factor de transcripcién GATA3, el
cual se encuentra activo en multiples tipos celulares tales como células del sistema
inmunitario (Tindemans et al., 2014), de la epidermis (Masse et al., 2014) y de la retina
(P. Chen et al., 2022). En la ME la expresion de eGFP bajo el promotor de GATA3 resulta
en el marcaje fluorescente del citoplasma de las CSFcNs. Estos animales transgénicos
fueron donados por el Dr. Stavros Malas de la universidad de Chipre, y tienen como base
la cepa CD1. Todos los protocolos aqui presentados cuentan con las autorizaciones
correspondientes por parte de las entidades reguladoras de la ética en el manejo de
animales de laboratorio (CEUA 1IBCE, 001-01-2023).

1. Ensayos de inmunohistoquimica.

Los animales fueron sedados con Diacepam 2 pl/g y anestesiados con una solucion de
80% ketamina 50 mg/mly 20% xilacina al 2%, en una dosis de 10 pg/g para proceder a
la fijacidn intra-cardiaca mediante cateterizacidn del ventriculo izquierdo y perfusién. El
animal anestesiado fue fijado con alfileres a una plancha de espuma en decubito dorsal.
Se realizd una incision en el abdomen desde donde se realizd un neumotérax para
acceder a la cavidad toracica. Rapidamente se seccionaron y retiraron las costillas y se
procedio a canular el ventriculo izquierdo para la inyeccidn de fluidos hacia la circulacién
sistémica. Se realizd una incisién en el higado como via de drenaje. En primer lugar, se
perfundio una solucion anticoagulante (20 ml de suero fisiolégico + 200 ul de citrato de
Na* al 2%) con el propésito de facilitar el drenaje completo de la sangre. Este proceso de
exanguinacién permite lavar los vasos y los tejidos, eliminando asi cualquier residuo
sanguineo. Una vez logrado este lavado, se procedié a la circulacién del fijador, i.e. 50 ml
de paraformaldehido (PFA) al 4% en tampdn fosfato salino (PBS, pH = 7,4).

Para la identificacién de las porciones cervical, toracica, lumbar y sacra de la ME se
utilizaron como indicadores anatémicos los ensanchamientos cervical y lumbar. La
médula fijada fue luego cortada en rodajas transversales (figura 5 A) de 70 um de
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espesor o bien se realizé el preparado de hemi-médula mediante traccion mecanica
separando la médula por la linea media en mitades derecha e izquierda, exponiendo el
CC (figura 5 C). Las rodajas transversales se obtuvieron mediante el encastre del tejido
en un medio de gelatina albumina (Anexo 1). El tejido encastrado se cortd en micrétomo
en tampodn fosfato (PB). Puesto que en los animales GATA3 se marca con GFP el haz
medular ventromedial, por donde discurren los axones de las CSFcNs, utilizamos esta
referencia para identificar las regiones ventral y dorsal, tanto en rodajas como en
hemimédula.

El protocolo para los ensayos de IHQ contra moléculas implicadas en la secrecidn
vesicular (VGAT (Vesicular GABA Transporter), sinaptotagmina 1 y 2 (Sytl, Syt2) y
sintaxina 4) consistio en los pasos siguientes: permeabilizacidon y bloqueo con PBS - tritdon
(PBST) 1% + suero fetal bobino (SFB) 1% por 3 hs; incubacidn con anticuerpo primario
(dilucién 1/500) en PBST 0,3% + SFB (0,1%) durante 36hs; incubacién con anticuerpo
secundario conjugado con Alexa (dilucién 1/1500) en PBST 0,3% + SFB (0,1%) durante 1h
y 30 min; incubacion con DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) (0,1 pug/ml) en PBS por 15
min; montado con medio Fluoromount™. Para la IHQ contra Sytl luego del paso de
permeabilizacidon y bloqueo no volvimos a usar tritdn ya que revierte la unién de este
anticuerpo con su blanco molecular. Las caracteristicas especificas de los anticuerpos
utilizados se detallan en el Anexo 1. Para los controles negativos se utilizé el mismo
protocolo en ausencia de anticuerpos primarios, en tanto que el marcaje de terminales
sindpticas en los preparados de ME sirvié como control positivo. Las muestras montadas
fueron visualizadas mediante microscopia confocal con un microscopio Olympus
Fluoview FV300.

1. Microscopia electrénica de transmision

Para los experimentos de MET se utilizaron dos tipos de preparaciones, a saber: rodajas
de ME obtenidas a partir de ratones fijados por perfusidn intra-cardiaca (como se detalla
en la seccién anterior), o bien rodajas de ME ex vivo fijadas por inmersién. Estas ultimas
fueron sometidas a un tratamiento previo a la fijacién, que consistié en la inmersién de
las mismas en una solucién extracelular modificada (alta concentracion de K*: 62,4 mM)
para provocar una despolarizacion de aproximadamente 86 mV de amplitud durante 5
minutos. Los controles se realizaron con rodajas incubadas en LCR (solucién extracelular)
normal. La composicidén de las soluciones mencionadas en esta seccidon se detalla en el
Anexo 1. La solucion de fijacion utilizada fue PFA al 4% + glutaraldehido 2% en PBS.

Para la obtencidn de las rodajas se disecd la ME y se realizaron cortes transversales de
200 pm de espesor utilizando un vibratomo (LEICA VT 1000S). Se realizé una posfijaciéon
con osmio al 1% en PBS por una hora. El tejido se sometié a deshidratacion en
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concentraciones de etanol progresivamente mayores y luego en acetona anhidra. Se
incluyd el preparado en Araldita para elaborar los bloques (Anexo 1), que fueron tallados
para realizar cortes finos (1 um de espesor) con un ultramicrétomo LKB ULTRATOME
4801Ay cuchillas de vidrio. Los cortes finos fueron tefiidos con azul de metileno boraxico
1% durante 30 s, lavados con H,O mQ y observados en el microscopio de luz para
identificar las estructuras de interés. El bloque fue re-tallado para conservar la region del
canal medular central y se realizaron cortes ultrafinos (60 a 80 nm de espesor) que se
montaron en horquillas de cobre de ranura de 2 x 1 mm de didmetro, previamente
recubiertas con membranas Polivinilformvar: 0.3% (Anexo 1). Las secciones montadas
fueron tratadas para incrementar la densidad electrénica de las membranas celulares
(contraste) con una solucidn de acetato de uranilo al 2% (4°C, 24 hs) y luego en citrato
de plomo (Anexo 1) por 10 minutos en atmésfera de nitrégeno puro. Los preparados
fueron examinados por MET (equipo JEOL CX 100).

Figura 5. Preparados de ME utilizados en este trabajo. Las imagenes obtenidas por
microscopia confocal (proyecciones en Z) muestran a las CSFcNs en verde (GFP) y a los
nucleos celulares en azul (DAPI), junto con una representacion esquematica del preparado
empleado (esquemas inferiores). La linea blanca punteada delimita el CC. A. Rodaja de ME
obtenida mediante cortes transversales. B. Rodaja de ME obtenida por cortes oblicuos. Notar
gue se logra una mayor apertura del canal respecto del corte transversal, lo cual facilita el
acceso a los PAp en experimentos electrofisiolégicos. C. Hemimédula obtenida por el
método de traccidon mecanica, que resulta en la obtencidén de dos hemimédulas, izquierda y
derecha.
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IV.  Microscopia confocal y analisis de imagenes.

Las imdgenes de microscopia confocal fueron obtenidas con un microscopio LSM ZEISS
800 AiryScan. Posteriormente a la adquisicién se hicieron apilamientos en Z (0.2 um), lo
cual nos permitio luego realizar reconstrucciones tridimensionales de las células y las
sefiales de interés. Esto también nos permitid estudiar la colocalizacidn de las sefales en
los ejes X, Y y Z. El microscopio confocal que utilizamos para adquirir las sefiales cuenta
con cuatro laseres de estimulacion de longitudes de onda 405, 488, 561, y 640 nm. La
tabla siguiente muestra los fluoréforos utilizados en este trabajo, la longitud de onda de
su pico de excitacidon (Aex), la longitud de onda del laser utilizado para excitar el fluoréforo
en nuestras condiciones experimentales (A) y la longitud de onda del pico de emisiéon
(Aem) (spectrum viewer de aatbio.com).

FLUOROFORO Aex (nm) AL (nm) Aem (nm) d (nm)
GFP 489 488 508 221.3
DAPI 359 405 457 199.1
Alexa Fluor 633 631 640 650 283.2
Alexa Fltor 647 650 640 671 292.3

Para evaluar la colocalizacion de la sefial GFP en los PAp con las sefiales obtenidas
mediante IHQ, se analizaron las imagenes apiladas adquiridas por microscopia confocal.
El analisis fue realizado con el plugin JACoP (Bolte & Cordeliéres, 2006) en FlIJI (Schindelin
et al.,, 2012), utilizando el abordaje de Costes descrito en Bolte & Cordelieres, 2006.
Brevemente, este abordaje involucra dos etapas. Primeramente, se realiza un calculo
automatico del umbral para ambas sefiales con el fin de reducir el ruido y minimizar la
probabilidad de obtener falsos positivos. Para ello, se analiza la intensidad de ambas
sefiales en diferentes regiones de la imagen. Los valores limite se hallan partiendo de la
intensidad mdxima de cada canal y se van reduciendo progresivamente, al tiempo que
se calcula el coeficiente de correlacion de Pearson (CCP) para cada decremento. Los
umbrales finales se establecen en los valores que minimizan la contribuciéon del ruido (es
decir, cuando el CCP por debajo del umbral es nulo o negativo). Cabe destacar que el CCP
mide la correlacién entre las intensidades de los pixeles en los dos canales de la imagen.
La segunda etapa del analisis de colocalizacién con el método de Costes consiste en la
aleatorizacién de las imagenes apiladas, y la comparacién entre el CCP de las imagenes
originales y aleatorizadas, para estimar la probabilidad de que la colocalizacién
observada para ambas sefiales sea producto del azar (Costes et al., 2004). Es decir, se
realiza la aleatorizacidén para determinar la significancia estadistica de la colocalizacion.
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Este método resulta de particular utilidad para senales que presentan colocalizaciéon
parcial, asi como distintos niveles de intensidad en los canales comparados.

Los PAp donde se encontrd colocalizacion con las sefiales obtenidas por IHQ fueron
contados manualmente en las regiones ventral y dorsal, asi como para los niveles
espinales cervical, toracico y lumbar.

V. Cultivo de células HEK-GABA

Se cultivaron células HEK-293 (human embryonic kidney) genéticamente modificadas
para expresar el GABAaR en la membrana plasmatica (HEK-GABA). Esta linea celular fue
donada por el Dr. Hounsgaard de la Universidad de Copenague y fue reacondicionada
para nuestros experimentos. Los cultivos se realizaron segun los lineamientos de ATCC
(2023) y Synthego, s.f. Brevemente, utilizamos medio de cultivo estérii DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle Medium) completo con L-glutamina y bicarbonato sddico
(3,7 g/L), adicionado con 10 % de suero fetal bovino (SFB) (Anexo 1). Las células fueron
incubadas a 37 °C, una concentracién atmosférica de CO; del 5 %, y una humedad
relativa entorno al 95 %.

La individualizacién de las células para los pasajes y para utilizarlas en experimentos
electrofisiolégicos consisti6 en una disgregacion enzimatica leve (5 minutos a
temperatura ambiente). Se sembraron las células a una confluencia inicial del 20 al 30
%, lo cual corresponde a 1 x 10* a 4 x 10* células viables por cm?. Cuando la confluencia
alcanzé un 80 a 90 % (6 x 10* a 7 x 10* células/cm?) se realizaron subcultivos. Con
excepcién del SFB todas las soluciones y reactivos utilizados para los cultivos fueron
termostatizados previamente a 37 °C en baiio. Para manipular las células se utilizé una
campana de flujo laminar vertical (bioseguridad nivel Il).

Los cultivos de mantenimiento fueron realizados en botellas T25. Para los experimentos
electrofisioldgicos las células fueron sembradas en placas de 35 mm (8 cm?; 2,5 ml).

Para la criopreservacién de la linea celular se utilizaron viales de 1 ml preparados para
contener una suspension celular (1 x 10° células /mL) en un medio de congelacién
compuesto por 90 % SFB y 10 % DMSO (dimetilsulfoxido).

Los cultivos celulares fueron inspeccionados periédicamente para asegurar el buen
estado de las células y verificar la ausencia de contaminantes. Para descartar la
contaminacién de nuestros cultivos por micoplasma realizamos tinciones nucleares con
verde metilo 2% (Prieto et al., 2014) y citoplasmaticas con eosina-faloidina (dilucién
1/1000), y se observaron los preparados en el microscopio confocal (figura
suplementaria 2).
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VI.  Experimentos electrofisiolégicos.
A. Obtencidn de las rodajas de médula espinal.

Los animales fueron eutanasiados por decapitacion luego de administrarseles anestesia
inhalatoria (isofluorano, 400 ul en un algoddn, dentro de un recipiente de 250 ml de
capacidad). Luego de eutanasiar al animal, se disecd la columna vertebral junto con una
porcidon de la parrilla costal. Este preparado se fij6 mediante alfileres con la porcién
ventral hacia arriba, al fondo de una placa de Petri recubierta con sylgard® y llena de
solucion de extraccion fria (anexo 1). La diseccion de la ME se realizé con el preparado
sumergido en dicha solucién. Se realizé una laminectomia ventral para exponer la ME
dentro del canal vertebral. Posteriormente se seccionaron los nervios espinales, se
extrajo la ME del canal medular, las meninges fueron removidas y el preparado fue
encastrado en agar de bajo punto de fusidn para su corte en micrétomo. Se utilizaron
rodajas de 300 um de espesor que fueron cortadas de manera transversal (figura 5 A) u
oblicua (figura 5 B). Para estas ultimas el encastre implicé la construccién de un bloque
de agar con un angulo de 45° sobre el cual se colocd la médula que fue luego cubierta
por agar liquido a 34 °C. El preparado encastrado fue montado en un soporte para su
corte en vibrdtomo (MICROM HM 650 V) dentro de la solucién de corte fria. Luego de
cortadas, las rodajas fueron inmediatamente transferidas a un recipiente con solucién
extracelular (anexo 1) mantenida a 34°C con la ayuda de un bafio maria (Grant SUB Aqua
Pro) y barboteada con carbdgeno medicinal (95% oxigeno, 5% CO;) durante una hora
previa a la obtencion de registros electrofisioldgicos. El pH y la osmolaridad de las
soluciones utilizadas fue de 7,4 y 300 mOsm/L respectivamente.

B. Adquisicidn de registros electrofisiolgicos en rodajas de médula espinal

Las rodajas de ME fueron transferidas a una cdmara de registro donde fueron
mantenidas a 34 °C (Luigs & Neumann Badcontroller V). Utilizamos una bomba
peristdltica (PPS2 de Multichannel Systems) para mantener una perfusién continua de
solucidén extracelular carbogeneada dentro de la cdmara de registro. Las pipetas de vidrio
fueron estiradas mediante calor con un estirador (PIP 6 de HEKA) para obtener
electrodos de resistencia entre 7 (registros somaticos) y 12 (registros del PAp) MQ.

La adquisicidn de sefiales se realizd con un amplificador HEKA (EPC10 USB) con tarjeta
conversora integrada y el programa Patchmaster. El analisis posterior se realizé con Igor
Pro9 (Wavemetrics, Lake Oswego, OR, USA) y macros para Igor: Taro Tools y Neuromatic.
Para visualizar las sefiales fluorescentes de nuestro preparado durante el patch
utilizamos LEDs controlados por un controlador Optoled (Cairn Research). Para la
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iluminacion de la GFP se utilizé un LED con un pico de emision a 470 nm; para excitar el
Alexa 594 se utilizé un LED blanco con un filtro de excitaciéon 572 + 35 nm. Las imagenes
fueron adquiridas con una cdmara ANDOR iXon3 y el software Andor Solis.

C. Protocolo para el desenjaulado de GABA

El desenjaulado de 1 mM de GABA a partir del compuesto enjaulado DPNI-GABA
nitroindoline-caged GABA) (Trigo, Corrie, et al., 2009; Trigo, Papageorgiou, et al., 2009)
(figura 6) se realizé con un laser diodo de 405 nm focalizado a través del objetivo 60x.
Se utilizaron pulsos de luz de 0,3 a 1 ms de duracidn, y potencias de 1 a 3 mW a la salida
del objetivo.

Para el desenjaulado de GABA en el PAp se realizaron registros de patch en modo célula
entera (WCR, Whole cell recording) de CSFcNs en rodajas transversales de ME, con una
solucion interna de gluconato de K* (n = 4). Se aplic6 1 mM de DPNI-GABA por presion
durante 30 segundos y se procedid al desenjaulado por fotdlisis mediante la aplicacién
de un pulso laser de 1 ms de duracién. En una célula se realiz6 este protocolo en
presencia de gabazina (antagonista de los receptores GABAA) 3 uM en el bafio.

OPOzZ Figura 6. Desenjaulado de GABA por
0POSZ Fotdlisis. Se focaliza un laser diodo de 405

o . - . .
nm a través del objetivo 60x (izquierda).
Léser 4 La aplicacidn de un pulso laser permite el

i N . L
odo. iy et ’ desenjaulado de GABA por disociacién
o del compuesto enjaulado (DPNI GABA),
DPNI - GABA en un  volumen de 1 um?3
l aproximadamente (derecha). La gran
e resolucidn espacial que tiene esta técnica
0 permite  abordar la  distribucién
NH, subcelular de GABAA&Rs.
HOJ\/\/
GABA

D. Protocolo para la caracterizacién de corrientes de calcio operadas por voltaje en
las CSFcNs.

Se registraron las CSFcNs en fijacion de voltaje en presencia de bloqueantes para
conductancias activas de Na* y K* en el bafio: tetrodotoxina (TTX) 0,4 uM;
tetraetilamonio (TEA) 4 mM; 4-aminopiridina (4AP) 2 mM. Ademas, para bloquear
conductancias activas de K* utilizamos una solucion interna de cloruro de cesio (CICs,
anexo 1). Para poner en evidencia la componente de tipo T (ICaT) se recurrié al bloqueo
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especifico de la misma con TTAP2 5 uM en el baio. Las corrientes de Ca** se registraron
durante la aplicacidon de una familia de pulsos de voltaje (desde -60 hasta 20 mV con un
incremento de 10 mV por pulso), precedidos por prepulsos de -60 0 -90 mV.

E. Protocolo para caracterizar la sensibilidad de los sniffers de GABA.

Se caracterizd la respuesta de sniffers a GABA mediante desenjaulado de GABA en
parches escindidos (outside-out) de membrana, asi como por aplicacion por presion de
GABA en células enteras. El desenjaulado de GABA por fotdlisis se realizé a distancias
variables del parche de membrana (soluciéon interna de KCl) mediante la aplicacion de
pulsos laser de 500 o 300 s de duracidén. Se caracterizé la relacion corriente — voltaje (I-
V) de la corriente GABAérgica en los sniffers (célula entera) usando una solucidn
intracelular de gluconato de K* (anexo 1). En estas condiciones se aplic6 GABA 10 mM
por presidon al tiempo que se variaba el potencial de mantenimiento en valores desde -
90 hasta -40 mV.

F. Protocolo para evaluar la secrecion de GABA mediante sniffers.

Se aplicd una suspensién de células HEK-GABA sobre una rodaja oblicua (Figura 5 B) en
la cdmara de registro. Brevemente, las células HEK plaqueadas fueron disociadas con 250
pl de tripsina durante 5 minutos, y resuspendidas en DMEM + SFB 10%. La suspensién
celular resultante fue centrifugada durante 5 min a 250 G. Se descartd el sobrenadante
y el pellet celular fue resuspendido en 1 ml de solucién extracelular carbogeneada a 34
°C. En la cdmara de registro se detuvo la perfusion y se cargaron 300 ul de suspension
celular encima de la rodaja de ME y se aguardaron 5 min para reanudar la perfusion. En
estas condiciones las células HEK individualizadas se fueron depositando sobre la rodaja.

Se realizaron WCR simultaneos de una CSFcN con una solucion intracelular de gluconato
de K* y 10 mM de GABA; y una célula HEK con una solucién interna de KCl. La
concentracién relativamente elevada de cloruro en la solucidn interna de KCI permitié
registrar las corrientes GABAérgicas en los sniffers como corrientes entrantes. La
inclusion de GABA en la solucién interna de la CSFcN cumplié dos funciones criticas:
prevenir falsos negativos por el lavado de GABA durante el registro y permitir la
aplicacién de GABA por presidn directamente sobre el sniffer a modo de control al final
del experimento.

Para registrar simultaneamente una CSFcN y un sniffer colocado junto a su PAp, primero
se realizo el registro somatico de la CSFcN en configuraciéon de cell-attached. Luego, se
procedid a registrar un sniffer y, manteniéndolo en configuracion de cell-attached, se
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desplazd cuidadosamente la célula en la punta de la pipeta hasta contactar directamente
con el PAp de la CSFcN. Una vez asegurada la posiciéon adecuada del sniffer, se aplico
presién negativa para transicionar a la configuracion de WCR en ambas células. Se aplicé
a la CSFcN un tren de estimulos: pulsos de voltaje despolarizantes, capaces de reclutar
una respuesta activa. Simultdneamente se registré la célula HEK en fijacion de voltaje a
un potencial de membrana de -60 mV.

G. Obtencioén de registros de capacitancia de membrana en el proceso apical.

Se realizaron registros de célula entera del PAp. Esto es de por si novedoso ya que no se
ha reportado previamente en la literatura. Se evaluaron posibles cambios en Ia
capacidad de membrana durante el reclutamiento de una corriente de Ca** en las CSFcN
mediante un protocolo que involucra la aplicacién de una onda sinusoidal de voltaje (AC
por alternating current) interrumpida por un pulso cuadrado despolarizante de voltaje
(DC por direct current), en torno a un potencial de holding de -60 mV. Para esto
utilizamos la rutina “DC + sinewave” del programa Patch Master, que calcula y grafica la
CM en tiempo real durante el experimento. Brevemente, la CM se obtiene de la inyeccién
de una onda sinusoidal de voltaje en fijacion de voltaje, y la adquisicién simultanea de
la sinusoide de corriente resultante. A partir de las diferencias en amplitud vy
desplazamiento de fase de ambas sinusoides, se extrae el valor de la CM (Gillis, 1995).

Estos experimentos fueron realizados en presencia de bloqueantes de canales Na* y K*
dependientes de voltaje en la solucién de perfusién: TTX (0,4 uM), TEA (3 mM). Ademas,
se utilizé una solucién intracelular de CICs, que contribuya al bloqueo de los canales de
K* operados por voltaje.

VILI. Estadistica.

Para comparar la proporcién de PAp VGAT+ en las distintas regiones de la ME realizamos
pruebas estadisticas con Sigmaplot (Softonic). Comparamos la proporcion de PAp VGAT+
en las distintas regiones mencionadas mediante un test de ANOVA (analisis de varianza)
de dos vias utilizando como parametros el nivel medular (cervical, toracico, lumbar,
sacro) y region (dorsal o ventral). Nuestra muestra superd el test de normalidad de
Shapiro-Wilk (P = 0,248). Para datos electrofisioldgicos los test estadisticos realizados
fueron tests de t para muestras pareadas, realizados con el software Sigmaplot.
Utilizamos un nivel de significacion estadistica de p < 0.05. “N” representa el nUmero de
animales y “n” el niumero de experimentos individuales. Los valores de todas estas
variables se especifican en cada pie de figura correspondiente.
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RESULTADOS

|.  Caracterizacion de la densidad de CSFcNs que expresan GFP en
ratones GATA3.

En el presente trabajo se utilizaron animales transgénicos GATA3 que expresan GFP en
las CSFcNs. Para comenzar con una caracterizaciéon de nuestro preparado experimental,
realizamos una cuantificacion de la densidad de PAp GFP+en las regiones ventral y dorsal
de hemimédulas procedentes de los niveles medulares cervical, toracico y lumbar (figura
7). El analisis estadistico realizado (ANOVA) no reveld diferencias significativas entre las

regiones estudiadas.
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Figura 7. Densidad de PAp GFP+ en animales transgénicos GATA3. A. Proyeccion en Z de
maxima intensidad de imagenes obtenidas por microscopia confocal de un preparado de
hemimédula lumbar. En verde (GFP) las CSFcNs. Las lineas punteadas delimitan el canal
medular central. B. Densidad de PAp contabilizados cada 100 um lineales en las regiones
ventral y dorsal (V, D) en los diferentes niveles medulares: cervical, toracico y lumbar (C, T,
L). En esta figura los circulos vacios representan el promedio contabilizado en cada animal y
en cada regién. Los simbolos cuadrados representan el promedio y las barras el desvio
estandar. N =5 animales. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre
las regiones estudiadas (ANOVA).
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Il. Bdsqueda de elementos ultraestructurales compatibles con la
presencia de un aparato secretor en el proceso apical de las CSFcNs.

Para indagar respecto de la presencia de elementos ultraestructurales sugerentes de la
existencia de un aparato secretor en los PAp, se obtuvieron imagenes de MET de dicho
compartimento (figura 8). Para ello analizamos cortes ultrafinos de rodajas transversales
de ME por MET. La presencia de un intrincado sistema de elementos vesiculares de
apariencia aplanada en los PAp (figura 8 C) es compatible con la existencia de un sistema
de secrecién vesicular (Gray, 1969; Siksou et al., 2011).

Figura 8. Ultraestructura del PAp. A. Proyeccidén en Z de imagenes obtenidas por microscopia
confocal de una rodaja transversal de ME. Las CSFcNs aparecen en verde (GFP). La linea
blanca punteada delimita el CC. B. Reconstruccidn tridimensional de una CSFcN donde se
distingue el soma, el cono axonal y el PAp formado por una estructura en forma de “cuello”
y una estructura en forma de bulbo que contacta el LCR. C. MET de un PAp tipico fijado por
perfusidon intra cardiaca. El recuadro muestra la regién encuadrada en negro a mayor
aumento, donde puede observarse un sistema intrincado de tubulos y vesiculas de aspecto
aplanado. D. Ultraestructura de PAp obtenidos de rodajas transversales de ME lumbar
incubadas en LCR artificial (control, D1) y LCR modificado para promover la exocitosis
dependiente de voltaje (alta concentracién extracelular de K*: 62,4 mM, D2 y D3). Las
rodajas de tejido vivo fueron luego fijadas por inmersién en PFA al 4% + glutaraldehido al 2%,
y preparadas para su observacion por MET. Las flechas negras muestran las regiones que
podrian corresponder a excresencias de membrana.
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En un intento de obtener evidencias ultraestructurales que reflejen los cambios
dinamicos que ocurren en la membrana celular durante la secrecién vesicular,
realizamos el experimento cuyos resultados se ilustran en la figura 8 D. El mismo
consistio en la diseccidon de una ME ex vivo y la obtencién de rodajas transversales que
fueron incubadas en solucién extracelular a 34°C durante 5 minutos (control, figura 8
D1) o bien en una solucion modificada (alta concentracidon extracelular de K*: 62,4 mM,
figura 8 D1 y D2). En estas condiciones ocurre una despolarizacion de las membranas
celulares que se espera promueva la secrecion vesicular. Luego del tratamiento se fijaron
las rodajas por inmersién y se procedid a la obtencion de preparados para observar
mediante MET. Si bien se observaron algunas estructuras con apariencia de excresencias
de membrana (indicadas en la figura 8 D con flechas negras), estas estructuras fueron
halladas tanto en las rodajas tratadas como en condiciones control, por lo que es
probable que esto sea consecuencia de la estrategia de fijado (el procedimiento habitual
para la obtencidn de preparados para MET involucra la fijacién intra-cardiaca de los
tejidos). Asi, las evidencias obtenidas mediante la realizacion de esta maniobra no
permiten extraer conclusiones esclarecedoras, y lamentablemente no pudimos seguir
con esta estrategia experimental porque el ME del IIBCE dejo de funcionar.

lll. Busqueda de receptores funcionales GABAA en el proceso apical de
las CSFcNs

Puesto que el PAp no recibe inervacion sindptica, aqui hemos propuesto que el GABA
secretado desde este compartimento podria volcarse al LCR. Sin embargo, para asignarle
a este fendmeno un significado funcional, es necesario indagar respecto de las posibles
dianas celulares para este mecanismo. Si bien se ha descrito la presencia de GABAARs en
las CSFcNs del ratéon, actualmente no hay trabajos publicados que aborden la
distribucién subcelular de los mismos. Este punto es clave, puesto que de demostrarse
la secrecién de GABA, la presencia de GABAaRs en los PAp permitiria especular acerca
de un mecanismo de sefializacion GABAérgica autdcrina o paracrina.

A continuacién, describiremos los principales resultados obtenidos a partir de
experimentos preliminares que consideramos pertinentes para esclarecer este punto.
Para explorar la expresion de receptores funcionales GABAA localizados en el PAp de las
CSFcNs desenjaulamos 1 mM DPNI-GABA, tanto en el PAp como asi también en otros
compartimientos neuronales y por fuera de la célula (figura 9).
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Figura 9. El PAp de las CSFcNs presenta receptores funcionales GABA-A. La figura muestra
el desenjaulado de GABA a nivel del PAp de una CSFcN y a 4 um del mismo. A. En rodajas
oblicuas de ME se posiciond una pipeta para la aplicacion por presion de DPNI-GABA (1 mM)
(A1). Se identificaron las CSFcNs por fluorescencia (GFP, A2) y se realizd el registro en
modalidad célula entera de una CSFcN con una pipeta rellena con una solucién interna con
Alexa 594 (A3). Se realizd la fotdlisis de DPNI-GABA en 2 localizaciones diferentes: en el PAp
y a4 um del mismo (A3, asteriscos). Las lineas punteadas delimitan el CC, asi como las pipetas
de registro y puff. B1. Registros de corriente de una célula representativa obtenidos cuando
se desenjaula GABA en las localizaciones indicadas mas arriba. La flecha indica el momento
del desenjaulado. Los trazados de corriente en funcién del tiempo aparecen en gris, y el
promedio de tres trazados consecutivos separados por un intervalo de 5 segundos se
muestra en negro. B2. Amplitud de la corriente GABAérgica evocada por el desenjaulado de
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GABA en el PAp. Los circulos blancos muestran la amplitud de la corriente GABAérgica
(promedio en negro en B1) para células individuales (n = 4): el circulo negro representa el
promedio y desvio estandar de dichos valores. Para estos experimentos se utilizaron 2
animales (N = 2) C. La corriente evocada por el desenjaulado de GABA en el PAp se bloquea
en presencia de un bloqueante especifico de los GABAARSs, la gabazina (3 Mm).

La figura 9 muestra los resultados de estos experimentos. La parte A de la figura muestra
la estructura de la neurona blanco, que aparece en rojo pues se llend con Alexa 594. Las
corientes resultantes del desenjaulado de GABA en el PAp y a unas micras por fuera del
mismo se muestran en B1, y los resultados de las 4 neuronas registradas en B2. Se
registraron corrientes GABAérgicas en respuesta al desenjaulado de GABA en todos los
PAp registrados (n =4) (figura 9 B). En una de estas células se aplicé gabazina, bloqueante
especifico de GABAaRs, para abolir la corriente mediada por desenjaulado de GABA en
el PAp (figura 9 C). La fotdlisis del compuesto enjaulado fuera del PAp no provoco
corrientes GABAérgicas, demostrando la gran resoluciéon espacial de esta técnica (figura
9 B1). Estos resultados experimentales permiten concluir que los PAp de las CSFcNs
poseen receptores ionotrépicos funcionales para el GABA.

IV. Busqueda de marcadores moleculares de secrecion vesicular en el
proceso apical de las CSFcNs.

Una de las evidencias que podrian sugerir la liberacién de GABA desde los PAp seria la
presencia de la maquinaria molecular responsable de la liberacidn. Realizamos ensayos
de IHQ para detectar varias proteinas que se consideran clasicamente como “sinapticas”.
Una de las proteinas que buscamos fue el VGAT (transportador vesicular de GABA). Dicho
transportador se encuentra presente en la membrana de vesiculas sinapticas en las
terminales GABAérgicas y es responsable del llenado vesicular (Blakely & Edwards, 2012;
Mclintire et al.,, 1997). Puesto que los ratones GATA3 expresan GFP en las CSFcNs,
buscamos la coexistencia de la seial fluorescente verde (GFP) y la seial fluorescente
VGAT (Alexa 647) en estos ensayos. Utilizamos el preparado de hemimédula para
visualizar un plano transversal del canal medular, lo cual facilitdé el conteo de PAps en
sentido longitudinal. Un ejemplo de uno de estos experimentos se muestra en la figura
10. En la misma se muestra una imagen de microscopia confocal de un preparado de
hemimédula donde se realizdé una IHQ contra VGAT (figura 10 A). Se evalud la
coexistencia de la sefial GFP y VGAT en los PAp y se cuantifico la proporcion de PAp VGAT+
(es decir, PAp que muestran inmunorreactividad contra la proteina VGAT) en las regiones
dorsal y ventral en los niveles cervical, toracico y lumbar de la ME (figura 10 D).
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Figura 10. Deteccion de VGAT en los PAp de las CSFcNs. A. Proyecciones en Z de mdaxima
intensidad de una imagen representativa de un experimento de IHQ contra VGAT en la ME
toracica. La linea punteada marca los limites del CC. Las CSFcNs aparecen en verde (GFP; Al),
el VGAT en magenta (A2), y la combinacidn de ambas sefiales en blanco (A3). B. PAp dorsales.
C. PAp ventrales. B1 y C1 muestran las proyecciones en el plano ortogonal en la region de los
PAp donde se puede apreciar la coincidencia de las sefales de interés. B2 y C2 muestran
imagenes en un Unico plano XY de los PAp numerados en amarillo en A3. D. Proporciéon de
PAp VGAT+ respecto de los PAp totales para las regiones ventral (V) y dorsal (D) en los niveles
cervical (C), toracico (T) y lumbar (L) de la ME. En esta figura los circulos vacios representan
el promedio contabilizado en cada animal y en cada regién. Los simbolos cuadrados
representan el promedio y las barras el desvio estdndar. N = 5 animales. Se aplicé un test
estadistico ANOVA. La significancia estadistica se representa con asteriscos.

Encontramos que la correlaciéon entre ambas sefiales fue estadisticamente significativa
(p < 0,05) en 14 de las 15 regiones analizadas, razén por la cual se procedioé al conteo
manual de los PAp VGAT+.

Nuestros resultados indican que existe una mayor proporcién de PAp VGAT+ en la
poblacién dorsal de CSFcNs en comparacion con la poblacidn de neuronas ventrales, a
todos los niveles medulares. Ademas de constituir un resultado per se, esta
cuantificacidon nos permitié orientarnos en los experimentos que seran presentados mas
adelante, donde buscamos evidencias electrofisiolégicas de secrecién de GABA.
Asimismo, habitualmente notamos regiones puntuales donde coexisten las sefiales de
VGAT y GFP a nivel del soma de las CSFcNs (anexo). Puesto que se han descrito
proyecciones de CSFcNs sobre otras CSFcNs en regiones medulares mds rostrales
(Nakamura etal.,, 2023), especulamos que estos corresponden a contactos axo-
somaticos GABAérgicos.

Para ampliar el conjunto de evidencias moleculares sugestivas de secrecion vesicular de
GABA se realizaron ensayos de IHQ contra otros sustratos moleculares del aparato
secretor, las sinaptotagminas (syt) y la sintaxina 4 (Siidhof & Rizo, 2011). Las Syt
constituyen los sensores de Ca** que participan del proceso de fusién vesicular en
respuesta al incremento de la concentracion intracelular del ion y participan de la
secrecidn vesicular en compartimentos neuronales secretores tipicos, como el axén. Asi,
realizamos ensayos de IHQ contra las isoformas 1(N =2) y 2 (N = 5) de la Syt, presentes
en las vesiculas sinapticas axonales (Dean et al., 2012) (figura 11 By C).
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Figura 11. Busqueda de marcadores moleculares de secrecidn vesicular. A. Imagenes de
plano Unico XY de microscopia confocal. Las lineas punteadas delimitan el CC. Las CSFcNs
aparecen en verde (GFP). A2, A5. IHQ contra sintaxina 4 en hemimédula. A1, A4. CSFcNs. A3,
A6. Merge. B. Proyeccidon en Z de maxima intensidad. IHQ contra Syt 1 (B2) en rodaja
transversal. B1. CSFcNs. B3. Merge. C. Proyeccién en Z de méaxima intensidad. IHQ contra Syt
2 (€C2) en hemimédula. C1. CSFcNs. €3. Merge.

Ademas, puesto que el PAp es un compartimento dendritico atipico, hemos explorado la
presencia de una molécula que ha sido descrita como una isoforma presente en sinapsis
dendro-dendriticas (Kennedy et al., 2010): la sintaxina 4. La figura 11 A muestra los
experimentos de IHQ contra la isoforma 4 de la sintaxina (N = 3).

Ninguno de estos ensayos reveld la presencia de las proteinas buscadas en los PAp de las
CSFcNs. Cabe destacar que la ME constituye en si misma un control positivo para las
técnicas ensayadas ya que en regiones medulares en torno a las CSFcNs aparece una
sefial puntillada compatible con el marcaje de terminales sinapticas. Curiosamente,
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sintaxina 4 presenta un patrén de marcaje robusto tapizando las paredes del canal CC, y
excluyendo a los PAp, lo que indica fuertemente que se expresa en los ependimocitos.
Desconocemos hasta el momento el significado funcional de dicho hallazgo.

V. Caracterizacion de corrientes de calcio operadas por voltaje en las
CSFcNs.

Las conductancias de Ca** de alto umbral de activacidon median la exocitosis vesicular
dependiente de voltaje en botones presindpticos. Si bien en la mayoria de las sinapsis
esta funcidn estd mediada por conductancias del tipo Cav2, como Cay2.1 (de tipo P/Q) y
Cayv2.2 (de tipo N), las conductancias de tipo L (como Cay1.3 y Cay1.4) parecen tener una
particular importancia en sinapsis atipicas como la presinapsis de células ciliadas
internas del sistema auditivo (Baig et al., 2011; Dolphin, 2021; Platzer et al., 2000). En el
raton, las CSFcNs presentan prominentes corrientes de Ca** dependientes de voltaje,
que podrian jugar un rol clave en la exocitosis vesicular (Johnson et al., 2023).

En este trabajo hemos registrado corrientes de Ca** en las CSFcNs del ratén,
discriminando dos componentes (figuras 12 A3) de distinto umbral de activacidn, de-
inactivacién y susceptibilidad al bloqueo por farmacos especificos. Realizamos registros
de célula entera de CSFcNs en presencia de bloqueantes en el bafio: TTX (0,4 uM), TEA
(4mM) y 4-AP (2 mM) de modo de bloquear otras conductancias operadas por voltaje,
mas particularmente las conductancias activas de Na* y K*. Se aplicé una familia de
pulsos despolarizantes de voltaje partiendo de un potencial de mantenimiento de -90
mV o0 -60 mV y se registraron las corrientes transmembrana resultantes (figuras 12 Aly
A2, respectivamente). Este procedimiento se realizd, ademas, en presencia y ausencia
de un bloqueante especifico de las ICaT (mediadas por conductancias Cay3): 5 uM TTAP2.

Se puso en evidencia la existencia de un componente de bajo umbral de activacion, que
presenta inactivacion a valores cercanos al potencial de reposo (i.e. -60 mV) (figura 12
A2), y de-inactivacidn a potenciales hiperpolarizados (i.e. -90 mV) (figura 12 A1), y es
blogqueada por TTAP2 (figura 12 B1). El curso temporal de esta corriente se muestra en
la figura 12 B2, que consiste en la sustraccidon entre trazados de corriente aplicados
desde un potencial de -90 mV en condiciones control y en presencia de TTAP2. Por otra
parte, se evidencid un componente de alto umbral de activacion, que no se encuentra
inactivada -60mV (figura 12 A2) y es insensible a TTAP2 (figura 12 B1). El curso temporal
de esta corriente se muestra en la figuras 12 A2 y B1.

En suma, nuestros hallazgos son compatibles con la existencia de dos componentes de
ICa (figura 12 B3): una ICa de alto umbral y una ICaT (figura 12 A3).
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Figura 12. Las CSFcNs presentan corrientes de calcio de alto umbral, asi como corrientes de
calcio de tipo T. La figura muestra registros de corrientes de calcio (ICa) (A1, A2, B1, B2) de
una CSFcN en presencia de los siguientes bloqueantes aplicados en el bafio: TTX 0,4 uM; TEA
4mM; 4-AP 2 mM. En fijacion del voltaje se aplicd un prepulso de -60 mV (A2) o -90 mV (A1,
B1) seguido por una familia de pulsos despolarizantes desde -100 a 20 mV. B1. En presencia
de TTAP2 5 uM, bloqueador especifico de ICaT. B2. Sustraccion offline de los trazados en B1
a los trazados en Al. A3. Relacidn I/V de las corrientes en Al y A2. B3. Relacion I/V de las
corrientes en B1y B2.
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VI. Busqueda de evidencias funcionales directas de la secrecién de
GABA desde el PAp.

A. Utilizaciéon de sniffers para poner en evidencia la secrecion de GABA.

Obtener evidencias moleculares de la existencia de un aparato secretor de GABA en el
PAp de las CSFcNs no es suficiente para demostrar el rol de dicho compartimento en la
secrecion de GABA. Para obtener evidencias funcionales directas de la secrecién de
GABA desde el PAp se requiere de la constatacién de dicho fendmeno mediante un
abordaje electrofisiolégico. El abordaje cldsico para demostrar la liberacion de un
neurotransmisor involucra la estimulacion eléctrica de la célula presinaptica, y el registro
de corrientes evocadas en la célula postsindptica. Este procedimiento combinado con
técnicas farmacolégicas como la utilizacion de bloqueantes especificos, permite
caracterizar el neurotransmisor secretado.

En el caso del PAp, sin embargo, no existe una estructura postsindptica evidente. Por el
contrario, el PAp se encuentra en contacto con el LCR y presumimos que el contenido
exocitado podria volcarse al LCR como parte de un mecanismo neuroendécrino. Con el
fin de obtener evidencias directas de la secrecion de GABA desde los PAp, y dada la
ausencia de una contraparte postsinaptica, optamos por emplear sniffers. Esta técnica
consiste en la utilizacién de células que expresen receptores especificos para el
neurotransmisor que se desee detectar en el medio extracelular, creando de alguna
manera la contraparte postsindptica de forma artificial. Mediante registros intracelulares
de estas células enteras o parches de la membrana de las mismas, se puede verificar la
liberacién de la sustancia de interés en una region particular del preparado que se desee
explorar. Aqui, hemos cultivado células HEK-GABA con el fin de utilizarlas como sniffers
de GABA (Christensen et al., 2014).

Las células HEK-GABA fueron posicionadas en proximidad al compartimento de interésy
registradas con una solucion intracelular con alto cloruro (para aumentar la fuerza
electromotriz a través de los GABAAR) mientras se aplicaba un tren de pulsos
despolarizantes en las CSFcNs. Mediante este abordaje experimental, la secrecién de
GABA desde un PAp en respuesta a despolarizacién deberia ponerse en evidencia como
una corriente GABAérgica entrante en el sniffer.

Para ensayar las técnicas de patch en sniffers, se colocé un cubreobjetos con una
monocapa de células HEK-GABA dentro de la cdmara de registro. En nuestros preparados
la adhesidn intercelular fue mas fuerte que la adhesion al sustrato, por lo que al retirar
la pipeta desde la configuracion de WCR para obtener un registro con la modalidad de
“outside-out” ocurrié frecuentemente el levantamiento de la monocapa celular
completa.
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Figura 13. Registro de corriente GABAérgica en células HEK-GABA. A. Desenjaulado de DPNI-
GABA 1 mM en parche de membrana (outside-out) de un sniffer de GABA registrado por
clampeo de voltaje a un potencial de mantenimiento de -60mV. Al. Imagen de microscopia
Optica de luz transmitida de un registro outside-out. El punto violeta representa el drea de
desenjaulado, que corresponde a la localizacién del spot laser (pulsos de 500 ps). Se colocd
la pipeta a distancias variables de la region de deseniaulado.
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A2. Registro de corrientes GABAérgicas resultantes del protocolo ilustrado en Al con una
solucidn intracelular de KCI. A3. Amplitud de la corriente evocada por el desenjaulado versus
la distancia a la regidn del mismo. A4. Amplitud de la corriente GABAérgica provocada por
desenjaulados (puntos negros) en funcidn del tiempo. Abajo, trazados de corriente para tres
puntos representativos. B. Puff de GABA 10 mM vy registro de corriente (WCR) de un sniffer
de GABA. B1. Trazados de corriente resultantes de la aplicacidon de un puff de 10 mM GABA
a distintos potenciales de holding en una neurona registrada con una solucion intracelular de
gluconato de potasio. El puff de GABA se indica con la linea vertical violeta. B2. Curva I/V de
la corriente GABAérgica y su ajuste con una recta (linea roja punteada). La flecha roja sefiala
el potencial de reversidn de la corriente.

Sin embargo, en algunos casos fue posible obtener un registro de un parche de
membrana en la configuracion “outside-out”, como se muestra en la figura 13 A.

En dicha configuracion se verifico la presencia de GABAAR funcionales en la membrana
celular de los sniffers mediante desenjaulado de GABA a partir del DPNI-GABA (1 mM) a
distancias variables del parche de membrana (outside-out) (figura 13 Al a A3).
Constatamos que la magnitud de la respuesta a GABA disminuye rdpidamente en funcién
de la distancia del parche de membrana al foco de desenjaulado (figura 13 A3). Esto
implica que para detectar la secrecion de GABA desde los PAp utilizando sniffers, ambas
estructuras deben posicionarse muy cercanas entre si, y de ser posible en aposicion
directa. Asimismo, en la modalidad outside-out se realizaron desenjaulados sucesivos a
lo largo del tiempo, poniendo en evidencia que la amplitud de la corriente GABAérgica
registrada es sumamente estable (figura 13 A4).

Para obtener registros de sniffers de célula entera se prepard una suspension de células
individualizadas en LCR artificial que fue cargada en la cdmara de registro. Mediante el
registro de célula entera de un sniffer en fijacidn de voltaje aplicamos un puff de 10 mM
GABA a distintos potenciales de mantenimiento (figura 13 B). A través de esta maniobra
se puso en evidencia que, como cabia esperar, la corriente GABAérgica en los sniffers no
presenta voltaje — dependencia (puesto que la curva I/V es lineal) y presenta un potencial
de reversion de -79 mV que corresponde al potencial de reversion del ion CI
(considerando que se utilizé una solucién intracelular de gluconato de K*) (figura 13 B2).

Para evaluar la secrecién de GABA desde los PAp se cargd una suspensién de células HEK-
GABA en la cdmara de registro, bafiando un preparado de ME previamente colocado
dentro de la misma. De este modo se obtuvieron células HEK-GABA individualizadas en
la vecindad de las CSFcNs. Luego de registrar una CSFcN, se registré un sniffer que fue
desplazado en cell-attached hasta posicionarse junto al PAp correspondiente para luego
entrar en WCR (figura 14 A, B).
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Figura 14. Ausencia de evidencia de secrecion de GABA desde el PAp utilizando sniffers. A.
Representacion esquematica de la utilizacidn de sniffers para verificar la secrecion vesicular de
GABA desde el PAp. B1 a B3. Fotografia en luz transmitida de la célula HEK durante el registro
en fijacion de voltaje. La célula HEK registrada se movid lentamente hasta colocarla en su
posicion final, junto al PAp de la CSFcN registrada. B4. Fotografia en luz transmitida vy
fluorescencia que muestra la CSFcN registrada (modo cell-attached) junto a otras CSFcN
vecinas. B5. Fotografia de fluorescencia de ambas células registradas, la CSFcN y la célula HEK,
durante el registro en modo célula entera. Ambas pipetas contenian Alexa 594 y por eso las
células aparecen en rojo. C1. El trazo superior negro muestra la corriente registrada en la CSFcN
producto de la estimulaciéon con el protocolo que se muestra en el trazo medio (rojo). Se
aplicaron 12 despolarizaciones desde -60 a 0 mV durante 5 ms, a una frecuencia de 50 Hz. El
trazo inferior violeta muestra la corriente registrada simultdneamente en la célula HEK (trazos
individuales en gris y promedio en lila). El inserto muestra la corriente registrada en la CSFcN
producto del primer pulso de voltaje. Se aprecia la espiga de Na* no clampeada (flecha negra).
Se observa claramente que el protocolo de estimulacién de la CSFcN no genera ninguna
corriente en la célula HEK. C2. Corriente registrada en el sniffer ante el puff de 10 mM de GABA
mediante un picospritzer. Se observa una corriente entrante, lo que demuestra la sensibilidad
del sniffer al GABA. D. La corriente transmembrana en los sniffers antes y después del primer
estimulo del tren aplicado a las CSFcNs. Los circulos blancos muestran el promedio de la
corriente transmembrana para cada célula individual, y a la derecha en negro se muestra el
promedio y desvio estandar de dichos valores. El test de t para muestras pareadas no reveld
diferencias significativas entre ambas poblaciones de datos (p = 0.09).

Para optimizar el acceso de los sniffers a los PAp en el CC, utilizamos rodajas oblicuas de
ME, en lugar de las rodajas transversales tradicionalmente utilizadas (figura 5).

En las rodajas transversales el didametro del CC resulta demasiado pequefio para permitir
el acceso de las células HEK-GABA, en tanto que en la hemimédula la acumulacién de
detritos celulares (probablemente debido a la traccién mecdnica que se realiza durante
la obtencién del preparado) impide el establecimiento del contacto estrecho entre las
estructuras de interés.

Puesto que nuestros ensayos de IHQ revelaron una mayor proporcion de PAp VGAT+ en
la regidon dorsal respecto de la ventral, orientamos la busqueda de secrecion de GABA
con sniffers a los PAp posicionados dorsalmente en nuestras rodajas.

Una vez logradas estas condiciones “ideales”, registramos simultdneamente una CSFcN
y una célula HEK-GABA que colocamos junto al PAp de la primera, como se muestra en
la figura 14 A, B. Aplicamos un tren de pulsos cuadrados de voltaje despolarizantes
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(figura 14 C1) en la CSFcN, que fueron capaces de inducir espigas no clampeadas en la
CSFcN (figura 14 C1). En ningun caso registramos una corriente GABAérgica en los
sniffers utilizados en estas condiciones (figura 14 D). En consecuencia, concluimos que
esta técnica no arrojo resultados compatibles con la secrecion vesicular de GABA desde
los PAp de las CSFcNs.

B. Medidas de la capacidad de membrana en el proceso apical durante la
estimulacion de CSFcNs.

A pesar de no haber encontrado evidencias de la secrecion de GABA usando sniffers,
esto no excluye la posibilidad de la liberaciéon de otros contenidos vesiculares. Para
averiguarlo, hemos obtenido medidas de la capacidad de membrana. Cuando ocurre la
liberacién vesicular en las sinapsis quimicas, la superficie de membrana de la terminal
presindptica se incrementa, generando un aumento transitorio de la capacidad de
membrana. Para evaluar esta alternativa realizamos registros directamente desde el PAp
en fijacion de voltaje, en presencia de bloqueadores de canales de Na* y K*. En fijaciéon
de voltaje se aplicd una sinusoide de voltaje interrumpida por un pulso cuadrado
despolarizante (DC) que resultd en el reclutamiento de una corriente de Ca** operada
por voltaje (Figura 15 A).

Obtuvimos registros de CM para 6 neuronas y los promediamos para evaluar posibles
cambios en CM como consecuencia del pulso DC. Estos valores individuales asi como el
promedio y desvio de los mismos para las condiciones pre y post pulso DC se grafican en
la figura 15 B. Queda de manifiesto que en estos 6 PAp no se observé aumento de la
capacidad de membrana como consecuencia de la aplicacion de pulsos despolarizantes,
lo que nos permite concluir que nuestro protocolo no es eficaz en inducir la fusién
vesicular.
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Figura 15. La CM en el PAp no se modifica cuando se induce una corriente de calcio por
despolarizacién. A. Trazo superior: el comando de voltaje aplicado consiste en una onda
sinusoidal de 30 mV de amplitud total (potencial de membrana — 80 mV + 15 mV)y 1 kHz
de frecuencia, interrumpida por un pulso cuadrado despolarizante de 80 mV de amplitud
(legando a un potencial de 0 mV) y 50 ms de duracién. Trazo medio y trazo inferior: corriente
y capacidad de membrana del PAp, respectivamente. B. CM promedio de cada célula
individual (circulos) y promedio y desvio estandar de dichos datos (box negro) para las
condiciones pre y post DC. El test de t para muestras pareadas no reveld diferencias
significativas entre ambas poblaciones de datos (p = 0.91).
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DISCUSION

Las CSFcNs son células evolutivamente conservadas, que se han evidenciado en todas
las especies de vertebrados estudiadas hasta el momento. Poseen un soma en una
posicién subependimal y proyectan un proceso dendritico, el PAp, en direccién al CC de
la ME, el cual esta inmerso en el LCR. Dado que nuestro interés cientifico estd centrado
en entender la fisiologia de neuronas individuales y de sus compartimientos, en este
trabajo hemos indagado respecto del rol funcional del PAp en tanto compartimento
subcelular. Puesto que el PAp es un compartimiento relativamente grande (unas 2 a 3
um de didmetro) y accesible, consideramos que su estudio mediante técnicas
relativamente cldsicas podia ser enriquecedor en el marco de este trabajo de maestria
en particular y en el marco del interés mas general del laboratorio, que busca entender
la funcion de las CSFcNs.

Especificamente, en este trabajo planteamos como hipdtesis que el PAp de las CSFcNs
es un compartimento secretor vesicular. Esta surge de los siguientes 2 elementos: por
un lado, trabajos preliminares de MET del Dr. Trujillo-Cenoz, que muestran evidencias
ultraestructurales compatibles con mecanismos de secrecion desde el PAp; por otro
lado, que esta posibilidad ya habia sido evocada insistentemente en la literatura
(Djenoune & Wyart, 2017). Puesto que las CSFcNs son células GABAérgicas, exploramos
en particular la posibilidad de que el PAp libere GABA hacia el LCR.

Dado que el PAp es una especializacion dendritica, de confirmarse nuestra hipdtesis se
estaria poniendo de manifiesto un fendmeno que ya se ha descrito innumerables veces
en la literatura: la liberacién dendritica de un NT (Shepherd, 2009). La liberacién del NT
por parte de las dendritas es un mecanismo de control retrégrado por el cual la neurona
postsindptica controla la actividad de la neurona presindptica, y es de importancia clave
en mecanismos de plasticidad sinaptica (Kennedy & Ehlers, 2011). Dado que en nuestro
modelo el compartimiento presindptico no existe como tal, planteamos la posibilidad de
que la liberacién de GABA por parte del PAp pudiese jugar un rol en el control de PAp
vecinos (control pardcrino) e incluso en el control del PAp que libera el GABA (control
autocrino).

Para abordar desde el punto de vista experimental la hipdtesis planteada en el parrafo
anterior, durante esta tesis utilizamos técnicas histolégicas, moleculares vy
electrofisioldgicas. Mencionaremos a continuacion los resultados experimentales mas
relevantes dividiéndolos en dos categorias arbitrarias: a) los resultados compatibles con
nuestra hipodtesis inicial; b) los resultados que no son compatibles con la misma.
Posteriormente, pondremos en perspectiva las dos categorias de resultados vy
plantearemos experimentos que, consideramos, aun quedan por realizar para descartar
completamente nuestra hipétesis inicial.
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A. Resultados compatibles con la secrecién vesicular (en particular de GABA).

Los resultados ultraestructurales obtenidos mediante MET, que muestran un
prominente sistema de vesiculas y tubulos en el PAp, son compatible con la presencia de
un aparato secretor desde dicho compartimento (figura 8). La presencia de estructuras
sindpticas ha sido confirmada por un trabajo reciente, donde los autores también
realizaron cortes seriados de MET del PAp (Nakamura et al., 2023). A pesar de que nos
propusimos hacer una correlacién entre ultraestructura y estimulacién de los PAp, estos
experimentos se vieron truncados porque el microscopio electrénico del IIBCE dejé de
funcionar.

Desde el punto de vista molecular, pusimos en evidencia la expresion de VGAT en una
importante proporcién de los PAp estudiados (figura 10). La proteina VGAT es el sustrato
molecular responsable del llenado de las vesiculas sinapticas, por lo que este resultado
sugiere fuertemente la liberacién vesicular de GABA. Es interesante destacar que, en su
estudio, Nakamura et al encontraron en el PAp vesiculas sindpticas que expresan otra
proteina presinaptica, la sinaptofisina, de nuevo sugiriendo fuertemente la posibilidad
de que el PAp se comporte como un compartimiento neuronal secretor.

Un resultado que surge de nuestros experimentos relativos a la expresién de VGAT es
que encontramos una diferencia estadisticamente significativa en la proporcion de PAp
VGAT+ en las regiones dorsal vs ventral a todos los niveles medulares (cervical, toracico
y lumbar). Aunque desconocemos el significado funcional de esta diferencia, la misma
podria reflejar la existencia de dos poblaciones funcionalmente heterogéneas de
CSFcNs, tal como ocurre en la lamprea (Jalalvand et al., 2014).

Un resultado que no indica secrecion de GABA por parte del PAp pero que sugiere
fuertemente que los PAp podrian ser el blanco de las acciones paracrinas del GABA
liberado por PAp vecinos, es la presencia de GABAaRs en los PAp. En efecto, mediante el
desenjaulado laser de GABA, que es una técnica que posee alta resolucidn espacial y
temporal, demostramos la presencia de receptores ionotrépicos de GABA en el PAp
(figura 9).

Tipicamente, la exocitosis de neurotransmisores en las sinapsis quimicas es dependiente
del Ca*™ que ingresa al terminal a través de conductancias operadas por voltaje. La
presencia de corrientes de Ca** operadas por voltaje, tal cual mostramos en este trabajo
(figura 12), constituye otra evidencia indirecta que sustenta nuestra hipdtesis. Si bien
aqui se muestra la presencia de conductancias de Ca** de tipo Ty una componente de
alto umbral de activacién en las CSFcNs cuando se realizan registros somaticos, haria
falta abordar la presencia de dichas conductancias especificamente en el PAp aislado
para establecer que las corrientes de calcio estén especificamente en esta estructura.
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B. Resultados que no son compatibles con la secrecion vesicular (en particular de
GABA).

A pesar de que demostramos la presencia de la proteina VGAT en los PAp, no
evidenciamos la presencia de otros sustratos moleculares implicados en la exocitosis de
vesiculas sindpticas como Syt1, Syt2 y sintaxina 4 en el PAp (figura 11). La sintaxina 4 era
de particular interés ya que esta proteina muestra expresidon en dendritas de neuronas
donde se ha demostrado la liberacion vesicular dendritica (Kennedy et al., 2010).
Curiosamente, obtuvimos marcaje de sintaxina 4 tapizando las paredes del CC, aunque
excluyendo a los PAp. Aunque no tenemos confirmacion, esto indicaria que la molécula
podria localizarse en los ependimocitos. Aunque seria interesante estudiar la relevancia
funcional de este hallazgo, el mismo excede los objetivos del presente trabajo.

Puesto que la presencia de sustratos moleculares como VGAT no implica que la secrecién
ocurra efectivamente, pusimos a punto multiples abordajes electrofisioldgicos para
obtener evidencias funcionales de secrecién vesicular.

Para obtener evidencias directas de la secrecidon de GABA desde el PAp utilizamos sniffers
de GABA (figura 14). Estos sniffers fueron posicionados junto a un PAp y registrados por
WCR, al tiempo que se estimuld eléctricamente la CSFcN correspondiente con el fin de
provocar la exocitosis. A pesar de haber realizado este procedimiento en PAp dorsales,
donde practicamente todos los PAp expresan VGAT, no obtuvimos evidencias de
secrecidon de GABA mediante este abordaje. Las células HEK que utilizamos como sniffers
fueron sensibles al desenjaulado de 1 mM de GABA. Puesto que la concentracién del
GABA liberado en hendiduras sindpticas estd en el entorno de 1 a 5 mM (Clements,
1996), de haberse alcanzado una concentracion de similar magnitud entre un PAp y un
sniffer, seria razonable esperar una respuesta de corriente constatable como resultado.

Ademas, realizamos mediciones de la CM en los PAp durante la estimulacién eléctrica de
las CSFcNs (figura 15). Puesto que la CM se incrementa como resultado del aumento
transitorio de la superficie de membrana plasmatica durante la exocitosis, utilizamos
este pardmetro para evaluar la posible secrecién de un contenido diferente de GABA.
Mediante este abordaje tampoco obtuvimos evidencias compatibles con la secrecion de
GABA desde el PAp.

La ausencia de evidencias funcionales para la secrecién de GABA desde el PAp obliga a
pensar en posibles limitaciones metodoldgicas de nuestro abordaje experimental, o bien
a reinterpretar los hallazgos que sugieren un rol secretor del PAp de las CSFcNs. En
primer lugar, resulta pertinente volver a notar que si bien las CSFcNs presentan
conductancias de Ca** dependientes de voltaje, aln no contamos con evidencias que
sugieran la presencia de dichas conductancias en el PAp. Por lo tanto, la corriente de Ca*™
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registrada desde un compartimento (soma o PAp) podria corresponder a la propagacion
electrotdnica pasiva de una corriente localizada en otro compartimento, en este caso el
soma. Para demostrar si el PAp posee conductancias de calcio operadas por voltaje, se
podrian realizar 2 tipos de experimentos: registros de parches de membrana escindidos
del PAp (outside-out) o registros en célula entera de PAp aislados, que aparecen en
algunos preparados producto de la seccion de la dendrita de la CSFcN durante el
preparado de las rebanadas.

El PAp de las CSFcNs presenta, sin embargo, otro tipo de corrientes de Ca**,
independientes de voltaje que también podrian mediar la secrecidon vesicular: las
mediadas por PKD2L1 (figura 2). Evidencias preliminares de nuestro grupo sugieren que
la actividad espontanea de los canales PKD2l1 es un determinante importante de la
concentracién de calcio en el PAp, y que dicha concentracién puede aumentar cuando la
actividad de estos canales aumenta (por ejemplo, ante estimulos mecénicos o cambios
del pH). Es posible entonces que la estimulacion eléctrica no sea el estimulo mas
adecuado para provocar la exocitosis dependiente de Ca** en el PAp, y en cambio si lo
sea un estimulo que propenda a incrementar la probabilidad de apertura de los canales
PKD2L1. Actualmente estamos preparando experimentos para probar esta hipotesis.

EN SUMA.

El PAp es un compartimento dendritico atipico, cuya funcionalidad es actualmente
motivo de controversia. En el presente trabajo hemos abordado la hipdtesis del rol
secretor vesicular del PAp. Si bien las evidencias obtenidas en el curso de esta maestria
no respaldan dicha hipdtesis, consideramos que hace falta continuar investigando para
descartarla por completo.
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ANEXOS

ANEXO 1: Soluciones y reactivos

I.  Sedantes, anestésicos y fijadores

a. Diacepam 2 pl/g (Unizepam, Unimedical)

b. Xilacina 2% (Xilamic 2%, micro pet’s)

c. Ketamina 50 mg/ml (Ketonal 50 de Richmond)

d. Paraformaldehido (PFA, SIGMA-ALDRICH, Ref # 1003550033)
e. Glutaraldehido (SIGMA-ALDRICH, Ref# 354400)

f. Isofluorano (ABBOTT S.p.A., Ref #9406)

Il.  Reactivos y soluciones para ensayos de Inmunohistoquimica

a. PBS (Buffer Fosfato Salino) 1 x:
NazHPO4 (7,68 mM)
NaH2P04.H20 (2,67 mM)

NaCl (139,63 mM)

b. PB (Buffer Fosfato)
NaH,P04-H,0 (42 mM)

Na,HPO, (32 mM)

c. Maedio de encastre gelatina - albumina:
Seroalbumina bovina al 45% (1ml).

Gelatina (1,5 g gelatina + 100ml PBS) (0,5ml).
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Glutaraldehido (SIGMA-ALDRICH, Ref# 354400) (50 pl).

d. Anticuerpo anti-VGAT polyclonal de conejo (Synaptic Systems, Ref #131 002)

e. Anticuerpo de cabra anti - conejo conjugado con Alexa 647 (GAR — Alexa 647)
(linvitrogen, Ref #A21244).

f. Anticuerpo anti - Synaptotagmina 1 (Syt1), IgGA monoclonal de ratén (DSHB, Ref
# AB 2295002).

g. Anticuerpo cabra anti - ratén conjugado con Alexa 633 (Invitrogen, Ref #A21050).
h. Anticuerpo anti - Synaptotagmina 2 (Syt2) (DSHB, Ref # AB 2315626).

i. Anticuerpo anti Syntaxina 4 polyclonal de conejo (Synaptic Systems, Ref #110
043s).

j- Dapi (Invitrogen, Ref #D1306)

k. Fluoromount™ (SIGMA-ALDRICH, Ref #F4680).

Ill.  Reactivos y soluciones para cultivos celulares

a. Tripsina — EDTA estéril, 1 x.
Invitrogen, Ref #T4299.
Por cada ml en Dulbecco’s PBS sin Ca** ni Mg**, contiene:
- 500 unidades BAEE de tripsina porcina

- 180 pg EDTA

b. SFB (Suero Fetal Bobino)

Gibco™, Ref #12657029

c. DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) completo estéril:
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DMEM con L-glutamina y bicarbonato sédico (3,7 g/L)

Gibco™, Ref #11965092

d. DMSO (Dimetilsulféxido)

SIGMA-ALDRICH, Ref #D4540

V. Reactivos y soluciones para MET

a. Araldita

Para preparar Araldita utilizamos el pack durcupan ACM de SIGMA -ALDRICH incluyendo:

A- Resina Epoxi (Ref #44611)

B- 964 endurecedor (anhidrido de un dacido dicarboxilico con cadena lateral

alifatica)(Ref #44612)
C- 964 acelerador (derivado de fenol con grupo amino) (Ref# 44613)
D- plastificante (ftalato de dibutilo fulka) (Ref # 44614)

Para preparar la araldita se mezclé 51,4% A; 42.4% B; 2,4% C; 3,8% D.

b. Citrato de Plomo (férmula de Reynold):
- 1,33 g NiPb
- 1,76 g Citrato de Na*
- 8ml NaOH 1IN

- H20 mQ hasta enrazar a 50 ml

c. Osmio (SIGMA-ALDRICH tetroxido de osmio, Ref# 24505)

d. Membranas Polivinilformvar: 0.3%: solucién de Formvar (SPI-CHEM, CAS# 63450-

15-7) en cloroformo.
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V.  Soluciones y reactivos para electrofisiologia

a. Solucion Extracelular.

Sales Concentracion
(mM)

NacCl 115

KCI 2.5

NaH:PO4 1.3

NaHCOs 26

Glucosa 25

Na Piruvato 5

CaCl; 2

MgCl, 1

b. Solucion de diseccion.

Sales Concentracion
(mM)

NacCl 101

KCl 3.8

MgSOs 1.3

KH2PO4 1.2

HEPES 10

Glucosa 25

CaCl; 1

MgCl, 18.7
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c. Solucion intracelular de Gluconato de K*

Sales

K-Gluconato
KCI

CaCl;

MgCl
HEPES

EGTA

Naz ATP

Na; GTP
Alexa 594

d. Solucidn intracelular de Cloruro de Cesio + GABA

Sales

CsCl
HEPES
EGTA
MgCl;
CaCl

Na ATP
NaGTP
Alexa 594
GABA

Concentracion
(mM)
165
6
0,1
4,5
10
1
4
0,4
0,002

Concentracion
(mM)
150

10

1

4,6
0,1

4

0,4
0,002
10
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a. Solucion intracelular de cloruro de K* + GABA

Sales Concentracion
(mM)

KCI 155
HEPES acid 10
EGTA 1
MgCl, 4,6
CaCl; 0,1
Na ATP 4
NaGTP 0,4
Alexa 594 0,002
GABA 10

b. DPNI - Caged GABA.
TOCRIS (Ref # 2991).

c. Alexa fluor 594.
Invitrogen (Ref # A10438).

d. Tetrodotoxina (TTX)

Hello Bio (Ref # HB1035).
e. TTA-P2

Alomone labs (Ref # T-155)
f. Gabazina (TOCRIS, Ref #1262)
g. 4- AP (TOCRIS, Ref #0101/100)
h. TEA (TOCRIS, Ref # 3068)

i. Agar de bajo punto de fusién (GOLDBIO, Ref # A-204-100)



ANEXO 2: Figuras suplementarias

Figura suplementaria 1. Contactos GABAérgicos a nivel del soma en CSFcNs.
Imagenes de seccion Unica obtenidas por microscopia confocal de un preparado
longitudinal de ME cervical. A. Soma de CSFcNs. B. IHQ contra VGAT. C. Merge de
ambas sefiales. Las flechas negras indican las regiones donde se evidencias contactos
GABAérgicos.
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Figura suplementaria 2. Ausencia de contaminacion por Mycoplasma cultivos de células
HEK-GABA. A. Tincion citoplasmatica con Eosina/Faloidina. B. Tincion nuclear con verde de
metilo. C. Merge. Observar que no se observa marcacion citoplasmatica de ADN compatible
con la presencia de bacterias del género Mycoplasma en las células HEK-GABA.
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